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PEGADAS NA AREIA
...Quando viste na areia, apenas um par de pegadas, 
eram as minhas. Foi exatamente aí, que te carreguei nos 
braços.
(Mary Stevenson, 1936)
RESUMO
Os implantes dentais osseointegrados revolucionaram a implantodontia e 
são amplamente utilizados para substituir dentes ausentes, aliando funcionalidade e 
estética. Apesar desse procedimento apresentar resultados previsíveis, reprodutíveis 
e estáveis garantindo alto índice de sucesso, falhas durante a osseointegração 
podem culminar na perda precoce do implante. Considerando que algumas perdas 
ocorrem sem causa clinicamente definida e por vezes concentradas em 
determinados indivíduos, sugere-se que fatores genéticos podem desempenhar 
papel importante no processo de osseointegração. Metaloproteinases da matriz 
(MMPs) são mediadores essenciais durante a remodelação tecidual e participam 
ativamente da osseointegração. Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em 
genes de MMPs influenciam o nível de expressão dessas enzimas e podem estar 
relacionados à perda precoce de implante. Esse estudo de associação duplo-cego 
teve por objetivo analisar o papel de SNPs de MMPs isoladamente e em haplótipo 
na osseointegração de implantes dentais. Foram avaliados os SNPs MMP-1 g.-519 
A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T 
(rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), 
MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) e MMP-14 
g.+7096 T>C (rs2236307) em 200 voluntários brasileiros, saudáveis, não-fumantes 
de três regiões do Brasil (São Paulo, Paraná e Santa Catarina), divididos em Grupo- 
Caso, os que sofreram perda de um ou mais implantes, considerando mobilidade 
e/ou dor com necessidade de remoção, e Grupo-Controle, pareados ao acaso por 
idade, sexo e posição do implante, que obtiveram sucesso no tratamento estando 
em carga funcional há pelo menos 1 ano. Células epiteliais da mucosa bucal foram 
coletadas com bochecho de glicose 3% e tiveram seu DNA extraído com acetato de 
amônio. Para amplificação e digestão das amostras, utilizou-se a técnica de reação 
de PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length 
Polymorphism), os genótipos foram analisados através de eletroforese em géis de 
agarose ou poliacrilamida. Os resultados analisados estatisticamente por meio de 
teste qui-quadrado, desequilíbrio de ligação, equilíbrio de Hardy-Weinberg, 
haplótipos e regressão logística múltipla. Em conclusão, o presente estudo mostrou 
que a presença dos polimorfismos isolados e em haplótipo influenciam o processo 
de osseointegração. Os SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 
C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) 
e MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307), influenciam individualmente a perda precoce 
do implante, enquanto os SNPs da MmP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), mMp-1 g.- 
519 A>G (rs1144393) e MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242), não são fatores isolados 
de risco à perda precoce de implante osseointegrado. A análise dos haplótipos dos 
SNPs MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.- 
1607 G>GG (rs1799750) e MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058) sugere que o 
haplótipo T-A-GG-5A representa um fator de risco, enquanto os haplótipos C-A-G-6A 
e C-G-G-6A tem efeito protetivo. A elucidação do papel de SNPs de MMPs na perda 
precoce de implantes dentais colabora para melhor compreensão do processo de 
osseointegração e pode contribuir no reconhecimento de pacientes de risco, auxiliar 
o desenvolvimento de estratégias de modulação dos marcadores genéticos e 
garantir um tratamento adequado e individualizado.
Palavras chaves: Metaloproteinases, Polimorfismos, Osseointegração, Fator de 
Risco, Implante Dental.
ABSTRACT
Osseointegrated dental implants have revolutionized implant dentistry and 
are widely used to replace missing teeth, combining functionality and aesthetics. 
Although this procedure presents predictable, reproducible and stable results 
guaranteeing a high success rate, failures during osseointegration can lead to the 
early loss of the implant. Considering that some losses occur without a clinically 
defined cause and sometimes concentrated in certain individuals, it is suggested that 
genetic factors seem to play an important role in the osseointegration process. Matrix 
metalloproteinases (MMPs) are essential mediators during tissue remodeling and 
actively participate in osseointegration. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 
MMP genes influence the expression level of these enzymes and may be related to 
early implant loss. This double-blind association study aimed to analyze the role of 
SNPs of MMPs alone and in haplotype in osseointegration of dental implants. MMP-1 
g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T 
(rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), 
MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) and MMP-14 
g.+7096 T>C (rs2236307) in 200 healthy, non-smoked Brazilian volunteers from 
three regions of Brazil (São Paulo, Paraná and Santa Catarina). The volunteers were 
divided into a Case group, those who suffered loss of one or more osseointegrated 
implants, considering mobility and/or pain with need of implant removal, and Control 
group volunteers matched to cases by age, sex, number and position of implants and 
who were successful in treatment with implants in functional load for at least 1 year. 
Epithelial cells of the buccal mucosa were collected with 3% glucose mouthwash and 
had their DNA extracted with ammonium acetate. For amplification and digestion of 
the samples, Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) techniques were used, the genotypes were analyzed by 
electrophoresis on agarose or polyacrylamide gels. The results were statistically 
analyzed using chi-square test, linkage disequilibrium, Hardy-Weinberg equilibrium, 
haplotypes and multiple logistic regression. In conclusion, the present study showed 
that the presence of polymorphisms isolated and in haplotype influences the 
osseointegration process. The SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.- 
799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-2 g.-1306 C>T 
(rs243865) and MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307), individually influence implant 
loss, while the SNPs MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), MMP-1 g.-519 A>G 
(rs1144393) and MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242), are not isolated risk factors for 
osseointegrated implant loss. Analysis of the haplotypes of the MMP-8 g.-799 C>T 
(rs11225395), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), 
MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058) suggests that the T-A-GG-5A haplotype 
represents a risk factor, whereas the C-A-G-6A and C-G-G-6A haplotypes have a 
protective effect. The elucidation of the role of MMPs SNPs in the loss of dental 
implants contributes to a better understanding of the osseointegration process and 
may contribute to the recognition of patients at risk and to assist in the development 
of strategies for modulating genetic markers and to ensure adequate and 
individualized treatment.
Keywords: Metalloproteinases, Polymorphisms, Osseointegration, Risk factor, Dental 
Implant.
LISTA DE FIGURAS
FIGURA 1- LOCALIZAÇAO DOS SNPS NOS CROMOSSOMOS: 11q22.2 
(MMP-1, MMP-8 e MMP-13), 11q22.3 (MMP-3), 16:q12.2 (MMP- 
2), 20q13.12 (MMP-9) E 14:q11.2 (MMP-14).
20
FIGURA 2- REPRESENTAÇAO GERAL DA ESTRUTURA DE UMA 
METALOPROTEINASE DA MATRIZ (MMP).
20
LISTA DE TABELAS
TABELA 1 CONDIÇÕES GERAIS PARA REALIZAÇÃO DE PCR E RFLP 
PARA GENOTIPAGEM DOS GENES DA MMP-1 g.-519 A>G 
(rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.- 
799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), 
MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), MMP-2 g.-1306 C>T 
(rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) E MMP-14 
g.+7096 T>C (rs2236307).
33
LISTA DE QUADROS
QUADRO 1 - c l a s s if ic a ç A o  e s u b s t r a t o s  p r im á r io s ,
TECIDOS EXPRESSOS E MOLÉCULAS ATIVADORAS E 
ATIVADAS PELAS METALOPROTEINASES DESTE 
ESTUDO.
23
LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS
DNA - Acido desoxirribonucleico
MMPs - Metaloproteinases
PCR - Reação em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction)
RFLP - Polimorfismo do Comprimento de Fragmento(s) de Restrição 
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
SNPs - Polimorfismos de Nucleotídeo Unico (Single Nucleotide 
Polymorphisms)
SUMÁRIO
1. INTRODUÇÃO 13
2. REVISÃO DE LITERATURA 15
2.1 IMPLANTES DENTAIS OSSEOINTEGRADOS 15
2.2 METALOPROTEINASES 19
2.3 POLIMORFISMOS GENÉTICOS, IMPLANTES DENTAIS E MMP 26
3. OBJETIVO GERAL 30
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 30
4. MATERIAIS E MÉTODOS 31
4.1 OBTENÇÃO DO DNA DE CÉLULAS DO EPITÉLIO BUCAL 32
4.2 GENOTIPAGEM 32
4.3 ELETROFORESE 33
4.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 34
5. CAPÍTULO I - ARTIGO PUBLICADO: ANALYSIS OF MMP-3 
POLYMORPHISM IN OSSEOINTEGRATED IMPLANT FAILURE
35
6. CAPÍTULO II - ARTIGO PUBLICADO: MATRIX 
METALLOPROTEINASES GENE POLYMORPHISM HAPLOTYPE IS A 
RISK FACTOR TO IMPLANT LOSS: A CASE-CONTROL STUDY
40
7. CAPÍTULO III - ARTIGO PUBLICADO: MMP-13 POLYMORPHISMS AS A 
RISK FACTOR IN EARLY IMPLANTS LOSS
47
8. CAPÍTULO IV - ARTIGO EM PROCESSO DE SUBMISSÃO: ROLE OF 
MMP-2 AND MMP-9 IN DENTAL IMPLANT LOSS
52
9. DISCUSSÃO 62
10. CONCLUSÃO 65
REFERÊNCIAS 66
ANEXO I- PARECER CONSUBSTANCIADO DE APROVAÇÃO, EMITIDO PELO 
COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA (CEP/SD), DO SETOR DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ.
83
ANEXO II- IMAGEM DOS GÉIS DE ELETROFORESE COM OS PADRÕES DE 
BANDA DOS GENÓTIPOS, APÓS DIGESTÃO ENZIMÁTICA (RFLP), CORADOS COM 
GEL RED, PARA MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), 
MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 
5A>6A (rs3025058), MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) 
E MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307).
90
ANEXO III- FREQUÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS DOS GENES DA MMP-1 g.- 
1607 G>GG (rs1799750), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-8 g.-799 C>T 
(rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), 
MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) E MMP-14 g.+7096 
T>C (rs2236307) NOS GRUPOS CASO E CONTROLE.
91
ANEXO IV- MODELOS ANALISADOS NA REGRESSÃO LOGÍSTICA MÚLTIPLA 
PARA OS GENES MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-1 g.-519 A>G 
(rs1144393), MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP- 
3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T 
(rs3918242) E MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) NOS GRUPOS CASO E 
CONTROLE
92
13
1. INTRODUÇÃO
As evidências clínicas da osseointegração revolucionaram a implantodontia, 
tornando os implantes dentais osseointegrados a alternativa mais utilizada para 
substituir dentes naturais em diversas situações de edentulismo.
O tratamento com esse tipo de implante tem sido amplamente utilizado. 
Apesar de apresentar resultados previsíveis, reprodutíveis e estáveis garantindo um 
alto índice de sucesso, falhas ainda ocorrem. A literatura relata uma taxa global de 
1,9 - 3,6% de perda de implantes (PINTO et al., 2000; HOLM-PEDERSEN et al., 
2007; BUSER et al., 2017). Devido ao aumento constante do uso desse 
procedimento nos últimos anos em todo o mundo, essa pequena porcentagem 
mostra-se significativa diante do número de casos, e torna a perda e complicações 
relacionadas ao implante cada vez mais frequentes.
A etiologia da perda do implante é um processo multifatorial e vários fatores 
extrínsecos e intrínsecos têm sido propostos para explicá-lo, como tabagismo, 
contaminação bacteriana, erros técnicos, superaquecimento do osso durante o 
procedimento de instalação, inflamação exacerbada, doenças sistêmicas pré- 
existentes, entre outros (CHRCANOVIC et al., 2014; GEHRKE et al., 2014; MAY et 
al., 2016). No entanto, em alguns casos, a causa e o mecanismo da falha do 
implante ainda são obscuros.
A osseointegração é um processo complexo e dinâmico, no qual células 
ósseas sintetizam e liberam diversas citocinas e mediadores lipídicos, incluindo 
metaloproteinases de matriz (MMPs), que medeiam à osteogênese e à inflamação 
durante a osseointegração dos implantes dentais.
As MMPs são enzimas endopeptidases, secretadas de forma altamente 
regulada pelas células locais, capazes de degradar praticamente toda a matriz 
extracelular e seus componentes. Suas atividades biológicas influenciam 
criticamente o comportamento celular, as vias de sinalização e o sistema imune 
devido à diversidade de alvos de degradação e/ou as suas atividades proteolíticas. 
O desbalanceamento dessas enzimas pode comprometer a regeneração e a 
homeostase do tecido periimplantar e, nessas circunstâncias, a remodelação dá 
lugar a um processo de reparo, com destruição tecidual, inflamações exacerbadas e 
formação de uma cápsula de tecido conjuntivo, acarretando a instabilidade e 
mobilidade do implante e, consequentemente, a necessidade de removê-lo (CLARK,
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1996; STERNLICHT; WERB, 2001; BUTLER; OVERALL, 2009; DEMIDOVA-RICE et 
al., 2012; PESCE et al., 2013; INSUA et al., 2017).
Alguns polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) podem afetar os níveis 
de expressão gênica e a produção ou funções de proteínas; consequentemente, 
influenciam a osteogênese e as respostas inflamatórias. Alguns SNPs em genes de 
citocinas e mediadores lipídicos, inclusive MMPs, já foram associados à perda de 
implantes e periimplantite (SEYMOUR et al., 1989; ESPOSITO et al.,1998; 
NISHIOKA et al., 2000; TREVILATTO; LINE, 2000; GREENSTEIN; HART, 2002; 
SANTOS et al., 2004; AIDAR; LINE, 2007; LEITE et al., 2008; MONTES et al., 2009; 
DIRSCHNABEL et al., 2011; DEREKA et al., 2012; COSTA-JUNIOR et al., 2013; 
LIAO et al., 2014; PIGOSSI et al., 2014; CASADO et al., 2015; COSYN et al., 2016; 
MUNHOZ et al., 2016; ALEKSANDROWICZ et al., 2017; PETKOVIC-CURCIN et al., 
2017; LIN et al., 2018).
É importante ainda investigar a contribuição de haplótipos, conjunto de SNPs 
que tendem a ocorrer sempre juntos, e que estão associados, estatisticamente a 
osseointegração. A literatura não relata estudos avaliando o papel de haplótipos 
genéticos na perda de implante. Entretanto, os haplótipos mostram uma maior 
probabilidade de exercer efeitos em determinado processo devido ao desequilíbrio 
de ligação destes como uma variante causal desconhecida. Também é possível que 
a ação sinérgica de diferentes SNPs aumente o risco de perda de implantes.
Um dos desafios atuais da implantodontia está na habilidade de detectar 
pacientes de risco e desenvolver estratégias de prevenção individualizadas. 
Portanto, o conhecimento de fatores genéticos associados ao risco de perda 
precoce de implante, nos parece importante. Considerando tudo isso, a análise dos 
alelos e do haplótipo das MMPs são de grande valor para o entendimento da falha 
na osseointegração.
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2. REVISÃO DE LITERATURA
2.1 IMPLANTES DENTAIS OSSEOINTEGRADOS
No ano de 1969, Branemark e sua equipe desenvolveram um protocolo 
clínico detalhado a respeito de um novo tipo de implantes dentais, baseado na 
conexão direta com o tecido ósseo, conhecido hoje como implante dental 
osseointegrado. A descoberta do fenômeno da osseointegração e sua aplicação em 
Odontologia, na qual o biomaterial é incorporado ao osso vivo, foi um dos mais 
significativos avanços no tratamento para repor dentes naturais únicos, arcos 
parcialmente e/ou completamente desdentados (BRANEMARK, 1969). Os implantes 
dentais osseointegrados têm sido amplamente utilizados, pois, aliam estética e 
função, apresentam resultados previsíveis, reproduzíveis, estáveis ao longo do 
tempo, com alto índice de sucesso no tratamento (PINTO et al., 2000; HOLM- 
PEDERSEN et al., 2007; BUSER et al., 2017).
Os parafusos utilizados nos implantes são produzidos de materiais 
aloplásticos inertes comumente feitos de titânio, titânio com zircônio, entre outros 
(NALLASWAMY et al., 2003; HASAN, 2012). Apresentam inúmeras características: 
quanto ao formato, a topografia, ao tratamento da superfície, ao tamanho e ao tipo 
de instalação entre outros diversos modelos disponíveis a escolha do profissional 
(YESHWANTE et al., 2015; TAMIMI, 2015).
Durante o procedimento cirúrgico de colocação do implante, o tecido ósseo é 
perfurado com a utilização de uma broca de perfuração e o parafuso inserido através 
de torque mecânico no osso alveolar maxilar e/ou mandibular, de modo a ficar firme 
e estável, garantindo a chamada estabilidade primária. Já a estabilidade secundária 
ocorre durante a cicatrização do tecido e envolve reabsorção e remodelação óssea, 
culminando na integração da interface osso-implante (FRIBERG et al., 1991; 
ESPOSITO et al., 1998; DOTTORE et al., 2014).
Apesar de procedimentos bem-sucedidos, avanços na área de biomateriais 
e aperfeiçoamento nos tratamentos de superfície dos implantes terem levado a 
maioria dos procedimentos a alcançarem a osseointegração com sucesso, falhas 
ainda ocorrem, cuja taxa global é em torno de 1,9-3,6% (HOLM-PEDERSEN et al., 
2007; BUSER et al., 2017). Falhas podem ocorrer de forma tardia, principalmente 
proveniente de processos patológicos atrelados ao estado de saúde geral do 
paciente e eventos sistêmicos de risco, como diabetes, artrite, obesidade,
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osteoporose, hábito tabagista, radioterapia, sobrecarga e periimplantite retrógrada 
(ESPOSITO et al.,1998; EKFELDT et al., 2001; DOTTORE et al., 2014; LEE et al., 
2016; KATE et al., 2016). Por outro lado, a perda pode ocorrer de forma precoce, até 
seis meses após a colocação do implante no osso, cujo comprometimento é mais 
associado a complicações cirúrgicas, volume e qualidade óssea inadequada, 
infecções pós-cirurgicas, inflamação excessiva, perda óssea marginal, contaminação 
bacteriana e osseointegração incompleta (ESPOSITO et al.,1998; EKFELDT et al., 
2001; PAQUETTE et al., 2006; NORTON, 2006; TRAINI et al., 2010; DOTTORE et 
al., 2014; LEE et al., 2016; KATE et.al., 2016).
Mesmo com todos os cuidados clínicos e exames prévios, existem alguns 
pacientes que desenvolvem repetidas perda do implante sem causa clinicamente 
reconhecida, sugerindo uma incapacidade na remodelação (EAS et al., 2002; 
HASAN, 2012; COSTA et al., 2014; YESHWANTE et al., 2015). Dessa maneira, 
parece existir um grupo de risco, indicando que fatores intrínsecos ao indivíduo, 
inclusive fatores genéticos, desempenham papel importante na sobrevivência dos 
implantes osseointegrados e que podem estar influenciando a resposta durante a 
osseointegração.
A pesquisa molecular aplicada a implantes dentais teve seus primeiros 
relatos no final de 1990 (WAKABAYASHI et al., 1997; TAMURA et al., 1997). Desde 
então, houve avanço significativo nos estudos relacionados ao interesse na 
susceptibilidade genética para o fenótipo clínico de perda do implante. Alguns 
estudos têm sido baseados na análise de genes candidatos, com o objetivo de 
encontrar marcadores genéticos e associação entre alelos e/ou genótipos 
específicos e susceptibilidade à falha do implante (SANTOS et al., 2004; ALVIM- 
PEREIRA et al., 2008; PIGOSSI et al., 2014; DE ARAUJO MUNHOZ et al., 2018).
A análise de polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs), o tipo mais 
comum de variação na sequência de DNA, tem se mostrado de grande valia, tem 
sido associado à ocorrência e/ou desenvolvimento de diversas doenças, inclusive à 
perda do implante (CHEN et al., 2011).
O osso é um tipo especializado de tecido conjuntivo, ativo e altamente 
vascularizado, cuja matriz extracelular mineralizada é composta por fibras 
colagenosas, especialmente colágeno do tipo I. Os monômeros da sua estrutura 
básica formam feixes de fibrilas que, combinados com outros tipos de colágeno e/ou 
moléculas não colágenas, formam estruturas como as membranas basais, os
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ligamentos, os tendões, a córnea, a pele, os vasos sanguíneos e os ossos (ZELTZ 
et al., 2014; ORGEL et al., 2014; DUTOV et al., 2016). Realmente, as estruturas que 
compõem a matriz óssea desempenham papel importante na organização 
macromolecular e sinalização celular, permitem a ancoragem da estrutura implantar 
e o suporte de carga funcional após a completa osseointegração (ASHKIN et al., 
1986; VELEGOL; LANNI, 2001; DUTOV et al., 2016).
A osseointegração é um processo complexo e dinâmico, que 
ocorre via osteogênese de contato, onde a superfície do implante é povoada por 
células ósseas para formar o novo osso; e por osteogênese à distância, em que a 
formação óssea é precedida pela reabsorção do tecido existente -
osteoclastogênese. Estudos recentes sugerem que a osteogênese de contato é 
dependente de fatores desencadeantes produzidos durante a osteogênese à
distância (CHOI et al., 2017), os quais medeiam a formação do novo osso e os
processos inflamatórios durante a osseointegração, muito similar à cicatrização 
óssea primária. Após o trauma cirúrgico, inicia-se uma resposta inflamatória à lesão, 
na qual uma cascata de mediadores promove alterações circulatórias e formação de 
um hematoma. Durante o processo inflamatório, são liberados numerosos 
mediadores químicos e enzimáticos como diversas interleucinas, fator de 
transformação do crescimento beta, fator de necrose tumoral, fatores
transformadores de crescimento do endotélio vascular, metaloproteinases da matriz 
e outros, que irão influenciar cada fase subsequente do processo normal de 
remodelação e cicatrização (GREENSTEIN; HART, 2002; AMERIO et al., 2002; HU 
et al., 2010; INSUA et al., 2017). Em uma terceira etapa, ocorre a maturação da 
ferida por mecanismo de remodelação óssea, a qual é influenciada pelas pressões 
oclusais (COTRAN et al., 1999).
Quando há regeneração adequada, é estabelecido o contato direto entre a 
superfície do implante e o tecido ósseo. Porém, quando no lugar da regeneração 
acontece um processo de reparo, o local exibe inflamação exacerbada ou 
prolongada, característica de feridas que não cicatrizam (DEMIDOVA-RICE et al., 
2012; PESCE et al., 2013). Verifica-se a presença de uma cápsula de tecido 
conjuntivo no local, onde citocinas como interleucinas e fatores de crescimento 
transformante orientam a migração e proliferação de fibroblastos, culminando com a 
substituição do tecido de granulação, inicialmente formado, por uma cicatriz 
avascular composta por fibroblastos fusiformes, colágeno denso, fragmentos de
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tecido elástico e outros componentes da matriz extracelular (COTRAN et al., 1999; 
DEMIDOVA-RICE et al., 2012; PESCE et al., 2013). Essas citocinas ainda sinalizam 
para diversos tipos celulares, estimulando a produção de prostaglandina e MMPs 
(GREENSTEIN; HART, 2002). As MMPs são a principal classe de enzimas capazes 
de clivar todos os substratos da matriz extracelular, regular o comportamento celular 
e as vias de sinalização durante a remodelação do tecido (PAIVA; GRANJEIRO, 
2014), inclusive na osseointegração do implante.
A causa exata e o mecanismo de falha precoce do implante ainda são 
incertos. Uma resposta imunoinflamatória anormal, envolvendo fibroblastos, 
queratinócitos, macrófagos, neutrófilos, linfócitos, células endoteliais, osteoclastos e 
osteoblastos, pode destruir o tecido periodontal e periimplantar (SEYMOUR et al., 
1989). Logo, na etiologia da falha implantar ocorre um processo de reparo, sendo 
que a inflamação exacerbada e formação de uma cápsula de tecido conjuntivo 
promovem a mobilidade do implante e, consequentemente, a necessidade de 
removê-lo.
De acordo com Negm (2016) o sucesso do implante envolve implantes 
funcionais e esteticamente satisfatórios. Todos que não são funcionais, mas ainda 
estão na boca no momento do exame, independentemente do estado da prótese ou 
da satisfação do paciente, são apenas considerados como sobreviventes.
A osseointegração bem sucedida é indispensável para implantes dentais 
funcionais. A quantidade e a qualidade do osso interfacial são fatores importantes 
para a estabilidade biológica periimplantar, tais características, estão intimamente 
ligadas aos componentes moleculares da matriz extracelular. Qualquer modificação 
ou destruição descontrolada causada pela atividade enzimática das MMPs aos 
componentes matriciais podem comprometer a osseointegração. As MMPs são 
secretadas pelas células locais e são participantes ativas da destruição tecidual 
durante o processo inflamatório e de remodelação (FRIBERG et al., 1991; HUTTON 
et al., 1995; MOUHYI et al., 2009; SAKKA; COULTHARD, 2011; GEHRKE et al., 
2014; LI et al., 2017; LEE et al., 2018). O conhecimento do papel das MMPs na 
osseointegração parece ser essencial para a real compreensão de perda de 
implantes.
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2.2 METALOPROTEINASES
Entre as inúmeras moléculas importantes envolvidas no processo de
osseointegração, as MMPs merecem especial destaque. Estão envolvidas em 
muitos e diversificados processos fisiológicos e patológicos, suas propriedades 
enzimáticas fazem delas um tópico de pesquisa essencial na osseointegração 
devido sua presença em inflamações orais e remodelação óssea (SHINKARENKO 
et al., 2013; NISSINEN; KAHARI, 2014).
As MMPs desempenham papel vital na proteólise de componentes
estruturais e de sinalização da matriz extracelular, sua atividade influencia a 
diferenciação, migração, invasão e proliferação celular (ITOH; SEIKI, 2006; CAUWE 
et al., 2007; WENG; YEN, 2010; LIU et al., 2010; HU et al., 2010; PAIVA; 
GRANJEIRO, 2014).
Tais enzimas têm a capacidade de degradar praticamente toda a matriz 
extracelular, membrana basal e seus componentes como colágenos, fibronectina, 
laminina, vitronectina e outras (BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; CAUWE et al.,
2007); além de atuar sobre substratos diferentes dos matriciais, incluindo 
importantes fatores de crescimento, proteínas biologicamente ativas como citocinas 
e quimosinas, moléculas de adesão celular e muitos outros tipos de receptores e 
glicoproteínas residentes na superfície celular (STERNLICHT; WERB, 2001; CHANG 
et al., 2001; BUTLER; OVERALL, 2009; GORMAN et al., 2011; CHANG; WERB,
2011). De fato, as MMPs possuem papel importante na regulação da homeostase
da matriz extracelular e estão relacionadas diretamente ao processo de
osseointegração (MOTT; WERB, 2004).
MMPs são amplamente distribuídas no organismo e sua forma estrutural é 
bastante conservada (MCGEEHAN et al., 1992; CHAKRABORTI et al., 2003). Todas 
elas possuem uma sequência gênica com alta taxa de similaridade, sugerindo que 
foram duplicadas a partir de um gene ancestral comum. Dos genes das MMPs 
humanas, oito estão no cromossomo 11. Outros genes que as sintetizam estão 
distribuídos entre os cromossomos 1, 8, 12, 14, 16, 20 e 22 (SHAPIRO, 1998). Os 
genes das MMPs deste estudo, estão localizados nos cromossomos 11q22.2 (MMP- 
1, MMP-8 e MMP-13), 11q22.3 (MMP-3), 16:q12.2 (MMP-2), 20q13.12 (MMP-9) e 
14:q11.2 (MMP-14) (https://www.ensembl.org/Homosapiens/Location;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) (FIGURA 1).
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FIGURA 1- LOCALIZAÇÃO DOS SNPS NOS CROMOSSOMOS: 11q22.2 (MMP-1, MMP-8 e MMP- 
13), 11q22.3 (MMP-3), 16:q12.2 (MMP-2), 20q13.12 (MMP-9) E 14:q11.2 (MMP-14).
FONTE: Adaptado de https://www.ensembl.org/homosapiens/location; 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene.
A família das MMPs inclui 28 membros, que podem ser classificados com 
base na especificidade do substrato e na homologia da sequência, como 
gelatinases, colagenases, estromelisinas, MMPs da membrana e matrilisinas, 
(STERNLICHT; WERB, 2001; GROBLEWSKA et al., 2012; HERSZÉNYI et al.,
2012). A estrutura das MMPs deriva de um protótipo de três a cinco domínios e tem 
pelo menos um pró-domínio com região C terminal rico em cisteina, que mantém a 
enzima como um zimógeno inativo até que seja removido por proteólise; um domínio 
de articulação rico em prolinas; e um domínio Hemopexina/Vitronectina, que medeia 
à interação entre a enzima e seus inibidores teciduais (TIMPs) e aos receptores 
celulares (WOESSNER; NAGASE, 1999; HADLER-OSLEN et al., 2011) (FIGURA 2).
FIGURA 2. REPRESENTAÇÃO GERAL DA ESTRUTURA DE UMA METALOPROTEINASE DA
MATRIZ (MMP).
Zn:+
P r é -d o m ín io  (peptídeo  sinal sinaliza síntese no RER).
P ró -d o m ín io  (m a n té m  com o um  zim ógeno inativo , a té  ser rem ovido por 
p ro te ó lis e ), região C - te r m in a l  c o m  r e s íd u o s  d e  c is te in a  in terage com  o zinco no sitio 
catalítico im pedindo a a tividade proteolítica.
R e g iã o  d e  a r t ic u la ç ã o  (rica e m  prolinas ,  a jud a  a adaptação  e con fo rm ação  da enzim a).
D o m ín io  c a ta l í t ic o  lig a n te  d e  m e ta l  d iy a le n te  Z 2+r a lgum as apresen tam  
fib ronectina, esta envolvida na ligação da gelatina.
,, D o m ín io  h e m o p e x in a  o u  v it r o n e c t in a  (in te ração  destas enzim as  
4 com  seus substratos).
FONTE: MUNHOZ, 2014.
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A maioria das MMPs são sintetizadas e secretadas na forma inativa 
(zimógenos). A ativação enzimática requer a remoção do domínio pró-peptídeo por 
meio da degradação por proteases que ocorre pela interação com diferentes 
moléculas como por citocinas, hormônios, fatores de crescimento, interação com 
inibidores proteolíticos, como a a2-macroglobulina (proteína plasmática que age 
como um inibidor de proteases) ou estresse de cisalhamento ou oxidativo 
(WOESSNER, 1991; MATRISIAN, 1992; SPINALE, 2007; LENGLET et al., 2015).
Embora várias questões permaneçam em aberto, parece seguro pensar que 
as MMPs são rigorosamente controladas durante todos os aspectos da sua 
longevidade biológica, desde a indução até a sua destruição final, com pelo menos 
três pontos críticos: síntese-secreção, ativação e inibição (SOUZA, 2013).
Inicialmente, julgava-se que a maquinaria proteolítica celular se dedicava 
fundamentalmente ao reconhecimento e eliminação de proteínas que estivessem 
decompostas ou incorretamente conformadas. Porém, os progressos alcançados por 
estudos nesta área demonstraram papéis adicionais para a proteólise controlada 
numa grande variedade de importantes processos biológicos. Em particular, a da 
modulação do microambiente extracelular através das MMPs em processos 
fisiológicos normais (CHANG et al., 2013) como no desenvolvimento embrionário, na 
involução uterina pós-parto, na remodelação óssea, na cicatrização de feridas 
(WOESSNER, 1991), na angiogênese (NEWBY, 2005; QI et al., 2018; ABU EL- 
ASRAR et al., 2018), na reposição celular, na remielinização, restabelecimento de 
conectividade e integridade neurovascular (HUNTLEY et al., 2012), entre outras.
Sabe-se que as MMPs são rigorosamente reguladas aos níveis 
transcricional, traducional e pós traducional (STERNLICHT; WERB, 2001) e 
alterações em sua expressão e atividade foram associados a diversos processos 
patológicos, crescimento e expansão de tumores benignos e metástases (BASSET 
et al., 1997, JOHNSEN et al., 1998; EGEBLAD; WERB, 2002; YANG et al., 2013), 
neoplasias primárias (ZHOU et al., 2010; PARK et al., 2011; WU et al., 2011), câncer 
colorretal, de próstata e mama (SHALABY et al., 2014; SAEED et al., 2013a, 2013b; 
SCHVEIGERT et al., 2013;).
As MMPs estão associadas como inflamação por meio da migração 
leucocitária (KNAUPER et al., 1993), à colite (MADISCH et al., 2011), artrite 
reumatoide (YE et al., 2007; SUN et al., 2013), osteoartrite (BARLAS et al., 2009), 
neuroinflamação, isquemia e hipóxia (RIVERA et al., 2010), traumatismo cerebral e
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espinhal, lesão medular, degeneração neuronal e isquemia cerebral (ZHANG et al., 
2010; CHEHAIB et al., 2014; NIE et al., 2014), diabetes tipo 2 (SINGH et al., 2013). 
Além de cardiomiopatia hipertrófica (PRIVALOVA et al., 2014), doença arterial 
coronariana (WU et al., 2013), fibrilação atrial persistente (LOMBARDI et al., 2011), 
doença de Parkinson e esclerose lateral amiotrófica (HE et al.; 2013), reabsorção 
óssea (OKADA et al., 1995), entre outras distintas patologias em diferentes órgãos.
Na cavidade oral alterações nas MMPs já foram relacionadas a câncer bucal 
(PEREIRA et al., 2012, LI et al., 2018; TSAI et al., 2018), periodontite (ASTOLFI et 
al., 2006; LI et al., 2012; PAN et al., 2013; HERNÁNDEZ-RÍOS et al., 2016), lesões 
de cárie (SORSA et al., 2004; KARAYASHEVA et al., 2016) e falhas na 
osseointegração (SANTOS et al., 2004; LEITE et al., 2008; COSTA-JUNIOR et al., 
2013; PAIVA; GRANJEIRO, 2014; DE ARAUJO MUNHOZ et al., 2018), demostrando 
a importância dessas enzimas no ambiente oral.
A maioria das MMPs possuem propriedades e substratos de grande 
importância para a implantodontia, pois estão presentes no fluido periimplantar e 
parecem influenciar a osseointegração. Estudos já demonstraram que os níveis e 
formas moleculares das MMPs no fluido sulcular podem desempenhar papel 
relevante na perda óssea e em processos inflamatórios de perimucosite e/ou 
periimplantite (KIVELÄ-RAJAMÄKI et al., 2003, SORSA et al., 2006; COSTA et al., 
2010; THIERBACH et al., 2016; ALEKSANDROWICZ et al., 2017; GHIGHI et al., 
2018), dessa forma potencialmente influenciam na falha durante o processo de 
osseointegração.
Nesse estudo selecionamos diferentes tipos de MMPs entre elas três 
colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13); uma estromelisina (MMP-3), duas 
gelatinases (MMP-2 e MMP-9) e uma MMP de membrana (MMP-14 ou MT-1MMP). 
Elas possuem substratos e expressão em diversos tecidos comuns, e são capazes 
de ativar e serem ativadas por inúmeras moléculas não matriciais, além de algumas 
delas serem ativadas por outras MMPs, inclusive das aqui estudadas. Os substratos 
primários, tipos celulares que expressam e as moléculas ativadoras e ativadas pelas 
MMPs deste estudo encontram-se ressumadas no QUADRO 1.
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QUADRO 1- CLASSIFICAÇÃO E SUBSTRATOS PRIMÁRIOS, TECIDOS EXPRESSOS E 
MOLÉCULAS ATIVADORAS E ATIVADAS PELAS METALOPROTEINASES DESTE ESTUDO.
Enzima Substratos Expresso por Ativação
MMP-1
ou
Colagenase-1
colágeno I, II, III, VII, VIII, 
X, agrecan, entactina, 
gelatina, L-selectina, MBP, 
percursor de TNF, 
serpinas, versican, 
a-2 macroglobulina.
condrócitos,
fibroblastos,
macrófagos,
hepatócitos.
osteoblastos e
queratinócitos.
Ativado por: MMP-3, 
-10, calicrein, 
plasmina, quinase.
Ativador de: MMP-2
MMP-8
ou
Colagenase-2
colágeno I, II, III, VII, VIII, 
X, agrecan, fibronectina, 
gelatina,
laminina, serpinas, a-2 
macroglobulina.
neutrófilos. Ativado por: MMP-3, 
-10, plasmina.
MMP-13
Ou
Colagenase-3
colágeno I, II, III, IV, IX, 
XIV, agrecan, fibrilina, 
fibronectina, gelatina, 
laminina, perlecan, 
serpinas, tenascinas.
fibroblastos, 
osteoblastos 
osteócitos e 
queratinócitos.
Ativado por: MMP-2, 
-3, -10,-14,-15, 
plasmina
Ativador de: MMP-2 
e -9
MMP-3
ou
Estromelisina-
1
colágeno III, IV, V, IX, X, 
agrecan, elastina, 
entactina, fibrilina, 
fibronectina, gelatina, 
laminina, MBP, nidogenio, 
percursor de TNF, 
perlecan,
tenascina, versican.
condrócitos, 
fibroblastos, 
glândula mamária, 
macrófagos, 
neutrófilos e 
queratinócitos.
Ativado por: 
calicreina, catepsina 
G, elastase, 
plasmina, quinase, 
triptase,
Ativador der: MMP-1, 
-8, -9,-13
MMP-2
ou
Gelatinase A
colágeno I, IV, V, VII, IX, 
X, XIV, agrecan, 
elastina, fibrilina, 
fibronectina, 
gelatina, laminina, MBP, 
precursor do TNF, 
tenascina, versican, 
vitronectina, a- 
2macroglobulina.
condrócitos,
fibroblastos,
glândula mamária,
macrófagos,
osteoblastos,
osteócitos,
polimorfonuclear,
monócitos e
queratinócitos.
Ativado por: MMP-1, 
-3, -7, -13, -14, -15, - 
16, -24.
Ativador de: MMP-9 
e -13
MMP-9
ou
Gelatinase B
colágeno IV, V, VII, X, XIV, 
agrecan, angiostatina, 
elastina, entactina, fibrilina, 
fibronectina, gelatina,
MBP, precursor do TNF, 
versican, vitronectina, 
a-21 antitripsina, a- 
2macroglobulina.
condrócitos,
fibroblastos,
macrófagos,
monócitos,
osteoblastos,
osteoclastos,
polimorfonucleares e
queratinócitos.
Ativado por: MMP-2, 
-3, -13, plasmina.
MMP-14 
ou 
(MMP de 
Membrana 1 
-MT1-MMP)
colágeno I, II, III, gelatina, 
agrecan, fibrilina, 
fibronectina,
furina, laminina, perlecan, 
plasmina, tenascina, 
vitronectina.
condrócitos, 
fibroblastos, 
osteoblastos, 
osteoclastos e 
queratinócitos.
MMP-2, -9, -13.
FONTE: Adaptado de SOUZA, 2013; MACIEJCZYK et al., 2016.
24
A MMP-1 (colagenase-1) é uma importante proteinase da família MMP que 
degrada principalmente o colágeno tipo I, a proteína mais abundante no corpo. A 
MMP-1 é crítica para a remodelação da matriz extracelular e a literatura já 
demostrou seu envolvimento na inflamação crônica na polpa dental 
(EVROSIMOVSKA et al., 2012), na patogênese das lesões inflamatórias periapicais 
(HADZIABDIC et al., 2016), no câncer bucal (LI et al., 2018), na inflamação gengival 
severa (NASCIMENTO et al., 2019) e na falha na osseintegração de implantes 
dentais (SANTOS et al., 2004; LEITE et al., 2008).
A MMP-8 desempenha papel especial na inflamação e em processos 
destrutivos no periodonto, tendo em vista que os substratos de preferência dessas 
enzimas são os tipos de colágeno I, II, III e IV, importantes proteínas do aparato de 
ligação periodontal e dos tecidos moles ao redor dos implantes (BIRKEDAL- 
HANSEN et al., 1993; SORSA et al., 2006). Estudos indicaram que os níveis de 
MMP-8 são significativamente maiores no fluido gengival crevicular (CHEN et al., 
2000; RAI et al., 2008; MARCACCINI et al., 2010; KONOPKA et al., 2012; 
HERNÁNDEZ-RÍOS et al., 2016; GÜRSOY et al., 2018). Aleksandrowicz e 
colaboradores (2017) sugerem o monitoramento do nível de MMP-8 no fluido 
sulcular periimplantar (PISF) poderia ajudar a diagnosticar a mucosite e/ou 
periimplantite em estágio inicial, antes das manifestações clínicas, fato que permitiria 
o início rápido da terapia apropriada. Além disso, a MMP-8 é citada como uma forte 
candidata a biomarcador para detectar destruição óssea alveolar em periodontite 
(GURSOY et al., 2013) e perda óssea progressiva na periimplantite (ARAKAWA et 
al., 2012).
Outra enzima crucial na degradação dos componentes da matriz é a MMP- 
13, capaz de degradar especialmente colágenos fibrilares, componente essencial na 
formação de nova matriz óssea e integração da superfície do implante ao osso 
circundante (MACIEJCZYK et al., 2016). A influência da MMP-13 não é apenas na 
migração de células epiteliais em repouso, mas também na invasão de células 
estromais no tecido granulomatoso, que pode culminar na conversão de granuloma 
periapical com epitélio em cisto radicular (BHALLA et al., 2014). Existe uma 
correlação direta do aumento da expressão de MMP-13 com vários parâmetros 
clínicos e histológicos na gravidade da periodontite crônica (ÇURLIN et al., 2014; 
NAGASUPRIYA et al., 2014), no aumento gengival e deformação da raiz em um 
novo tipo de fibromatose gengival (KANG et al., 2018), nas lesões periapicais
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(ANDRADE et al., 2017), no líquen plano oral e carcinoma epidermóide oral 
(NOSRATZEHI et al., 2017).
A MMP-3 é um membro chave da família de estromelisina, apresenta ampla 
especificidade de substrato, bem como a potência de auto ativação de pró-MMP-3 e 
de ativação de outras MMPs, como pró-MMP -1, -8 , -9 e -13 (MATRISIAN et al., 
1992; BIRKEDAL-HANSEN et al., 1993; SAMNEGARD et al., 2005; SHALIA et al., 
2010). A MMP-3 esta significativamente associada a doenças orais (ESCALONA et 
al., 2016) e alterações no nível dessa enzima parecem estar associados ao aumento 
da suscetibilidade a cáries (KARAYASHEVA et al., 2016), ao líquen plano oral e 
carcinoma epidermóide oral (AGHA-HOSSEIN et al., 2015).
Dentro da classe das MMPs, o envolvimento das gelatinases, MMP-2 e 
MMP-9, foram documentados na remodelação da matriz no processo de cicatrização 
de feridas e destruição do tecido conjuntivo (HERNÁNDEZ-PÉREZ, et al., 2012; 
MACIEJCZYK et al., 2016; PATRUNO et al., 2018). Produzidos por fibroblastos, 
leucócitos polimorfonucleares e osteoclastos, compartilham especificidades de 
substratos, atuam sobre citocinas e quimiocinas envolvidas em processos 
inflamatórios, bem como ativam outras moléculas reguladoras de substratos não 
bioativos, clivam suas formas biológicas inativas e interferem no metabolismo ósseo 
local (LIU et al., 2010; MACIEJCZYK et al., 2016; PATRUNO et al., 2018). Essas 
gelatinases estão intimamente envolvidas na remodelação periodontal (INGMAN et 
al., 1994), na periodontite crônica (ÇENTÜRK et al., 2018) e na progressão da 
periodontite apical (BARREIROS et al., 2018).
A MMP-2 é considerada responsável pelo início da degradação da
membrana basal e matriz extracelular, principalmente do colágeno tipo IV
(BHAKHAR; BHAVSAR, 2017), o que pode explicar o fato dessa enzima estar 
associada ao câncer bucal (TSAI et al., 2018) e de que o aumento no nível de sua
expressão amplia a capacidade invasiva de células neoplásicas (SINGH et al.,
2010). Já a MMP-9 representa uma das proteases mais abundantes expressas por 
osteoclastos, também tem a capacidade de degradar componentes da membrana 
basal, como colágeno tipo IV e fibronectina (FREIJE et al., 2003; RAMOS- 
FERNANDEZ et al., 2011) e o aumento de sua expressão e a ativação estão 
relacionados com a progressão e a invasão do carcinoma oral (LAHDENTAUSTA et 
al., 2018) e o agravamento das lesões orais causadas por líquen plano (WANG et 
al., 2018). As MMP-9 estão fisiologicamente envolvidos na reorganização tecidual e
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no metabolismo ósseo (CORBEL et al., 2000; DELAISSÉ et al., 2000; LOGAR et al., 
2007; BOLTON et al., 2009). Uma vez ativada, a MMP-9 cliva substratos específicos, 
como moléculas de adesão e receptores de superfície celular (VAFADARI et al., 
2016).
A MMP-14 (MMP da membrana tipo-MT1-MMP), desempenha papel de 
colagenase diretamente contra os componentes da matriz extracelular (FURUYA et 
al., 2001), além de forma um complexo trimolecular com inibidor tecidual de MMP-2 
(TIMP-2) e pro-MMP-2 na superfície celular (OHNISHI et al., 1998; ITOH; SEIKI, 
2006; CHEN et al., 2011). Desta forma, atuam em um microambiente pericelular 
tridimensional restrito de colágeno ou fibrina. A MMP-14 tem sua expressão 
aumentada em câncer bucal (BARBOLINA et al., 2007; CHEN et al., 2011; WENG et 
al., 2012). Sua capacidade de ativação de outras MMPs, como pró-MMP-2 -9 e -13, 
por meio de atividades combinadas, promove degradação, remodelação tecidual, 
invasão e metástase (KNÀUPER et al., 2002; TOTH et al., 2003; NISHIDA et al., 
2008).
Observa-se o envolvimento de diferentes MMPs em múltiplas doenças orais, 
parecendo promissores utilizar-las como biomarcadores. A multiplicidade de MMPs 
com funções sobrepostas serve provavelmente para garantir o controle regulatório 
dessas enzimas, mas apesar desta redundância ser vantajosos para o organismo, 
podem geram forte discussão e dúvida na compreensão de seu comportamento in 
vivo (SOUZA, 2013). Embora várias questões permaneçam em aberto, parece 
seguro pensar que as MMPs desempenham papel chave na osseointegração.
2.3 POLIMORFISMOS GENÉTICOS, IMPLANTES DENTAIS E MMPs
Em condições normais proteinases como as MMPs, são secretadas e/ou 
ancoradas à superfície da membrana plasmática das células, focando sua atividade 
catalítica em substratos específicos dentro do espaço pericelular (CHAKRABORTI et 
al., 2003). As interações específicas entre as células e as MMPs por meio de 
receptores, produzem um sinal que adverte a célula sobre o ligante encontrado e 
sinaliza sobre qual proteinase deve ser secretada, bem como onde e quando essa 
secreção deve ocorrer (CHAKRABORTI et al., 2003). A expressão e atividade de 
cada MMP específica, no geral, são confinadas à localização específica em um 
tecido ativado.
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De modo geral, a regulação da expressão é extremamente regulada, porém, 
em alguns casos, modificações que ocorrem em certos nucleotídeos, principalmente 
nas regiões promotoras dos genes, ou seja, polimorfismos genéticos podem 
influenciar a regulação transcricional, consequentemente, alterar a quantidade de 
MMPs secretada pela célula local (CARGILL et al., 1999).
Polimorfismos são variações genéticas nas quais um ou mais alelos tem 
frequência gênica maiores que 1% na população (THOMPSON et al., 1991). 
Aproximadamente 90% dos polimorfismos de DNA são polimorfismos de nucleotídeo 
único (SNPs- Single Nucleotide Polymorphisms), devido à troca, inserção ou deleção 
de uma única base (RA; PARK, 2007). Embora a maioria dos polimorfismos de DNA 
seja funcionalmente neutro, uma parte deles pode exercer efeito alelo específico na 
regulação da expressão gênica ou função das proteínas codificadas, e assim tornar 
um indivíduo mais ou menos suscetível a determinada patologia (YE et al., 2000), 
inclusive associados a processos fisiológicos e patológicos bucais.
Conforme citado anteriormente, o principal componente da matriz orgânica 
do tecido ósseo é o colágeno, sendo assim, as MMPs desempenham papel 
importante da degradação e remodelação dos ossos durante o processo de 
osseointegração. Dessa forma, o comprometimento da regulação e expressão 
dessas enzimas pode trazer consequências importantes durante a osseointegração.
Diferentes SNPs já foram descritos em MMPs, e alguns deles foram 
associados com patologias bucais. Entre eles o SNP MMP-1 g.-1607 G>GG 
(rs1799750) no gene da colagenase-1, já foi está relacionado à perda precoce do 
implante dental, sendo que pacientes com alelo 2G apresentaram um risco três 
vezes maior de falha na osseointegração (SANTOS et al., 2004). Esse mesmo SNP 
está relacionado à periodontite (LI et al., 2012; ASTOLFI et al., 2006), ao câncer 
bucal (LI et al., 2018); ao desenvolvimento de lesões periapicais por necrose pulpar 
(TROMBONE et al., 2016) e à suscetibilidade a osteoartrite da articulação 
temporomandibular (LUO et al., 2015).
Na região promotora do gene da colagenase-2, o SNP MMP-8 g.-799 C>T 
(rs11225395) demonstrou ser um fator de risco na perda precoce de implante 
(COSTA-JUNIOR et al.), à perimplantite e à inflamação na região periimplantar 
(THIERBACH et al., 2016). Arakawa e colaboradores (2012) indicam a MMP-8 como 
possível marcador de perda óssea progressiva na periimplantite. Tão importante 
como as colagenases anteriores, o gene da colagenase-3 apresenta o SNP MMP-13
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g.-77 A>G (rs2252070) que está associado com risco da forma altamente agressiva 
de câncer bucal e lesões periapicais (VAIRAKTARIS et al., 2007).
Entre as estromelisinas, o gene da MMP-3 apresenta o SNP MMP-3 g. -1612 
5A>6A (rs3025058) que foi associado à periodontite inicial (HEIKKINEN et al., 2016), 
à formação de lesão periapical em indivíduos com lesões por cáries profundas não 
tratadas (MENEZES-SILVA et al., 2012) e ao aumento do risco de câncer bucal 
(NOSRATZEHI et al., 2017).
A MMP-2 e a MMP-9 (gelatinase A e B) são produzidas por células 
endoteliais, fibroblastos, células inflamatórias e células ósseas e interferem no 
metabolismo ósseo local, além de estarem envolvidas na remodelação dos tecidos 
conjuntivos.
O SNP MMP-2 g.-1306 C> T (rs243865) modifica a atividade promotora do 
gene MMP-2, alterando o sítio do promotor tipo Sp1 e diminuindo significativamente 
a atividade transcricional (o alelo T tem uma atividade 50% menor do que o alelo C) 
(16). No SNP MMP-9 g.-1562C> T (rs3918242), foi relatado que o alelo T aumenta a 
atividade do promotor em quase 2 vezes.
Além disso, os SNPs MMP-2 e MMP-9, bem como os haplótipos, foram 
frequentemente adaptados como biomarcadores de doenças para o tratamento do 
carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (Luizon, Almeida Belo, 2012). Estes 
SNPs tem sido associado ao aborto espontâneo (Li et al., 2018), síndromes 
hepatopulmonares (Liu & Chen, 2018), câncer oral (Tsai et al., 2018), neurite óptica 
(Liutkeviciene et al., 2018), lesões periapicais (MENEZES-SILVA et al., 2012). O 
polimorfismo na MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) também foi relacionado à 
periodontite crônica e parece ter um efeito protetivo nessa doença (AJMERA et al., 
2016).
A atividade da MMP-14 pode ser potencializada pela capacidade de ativação 
de outras MMPs e pela formação de complexos que participam da degradação de 
fibras colagenosas na região pericelular. Dessa forma, podem desestabilizar a 
degradação da matriz extracelular na região periimplantar (KASURINEN et al., 
2018). Uma pesquisa datada de 2012, mostrou que polimorfismos no gene da MMP- 
14, pode contribuir para a predição de suscetibilidade e desenvolvimento patológico 
do câncer bucal (WENG et al., 2012). Apesar de existirem poucos estudos 
relacionando a MMP-14 com doenças orais, o conhecimento acerca dessa enzima
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parece promissor, pela associação que estabelece com as demais moléculas em 
processos fisiológicos e patológicos.
Alguns SNPs em citocinas e genes de mediadores lipídicos foram 
associados à perda de implantes, periimplantitis e outras doenças bucais, explicando 
alguns dos fatores de risco interindividuais (SANTOS et al., 2004; LEITE et al., 2008; 
COSTA-JUNIOR et al., 2013; PIGOSSI et al., 2014; CASADO et al., 2015; COSYN 
et al., 2016, PETKOVIC-CURCIN et al., 2017, SAMPAIO et al., 2017).
É importante salientar que os SNPs podem ter seus efeitos mascarados por 
polimorfismos em diferentes regiões do mesmo gene, ou em outros genes que 
participam da complexa rede de mediadores inflamatórios da região periodontal. 
Portanto, a análise em haplótipo ou em combinação parece ser importante para 
entender o real papel dos SNPs no processo de osseointegração.
Um haplótipo é uma combinação em alelos de loci sintênicos, que são 
transmitidos juntos. Muitas vezes não se detecta a influência de um único sítio 
polimórfico na patologia, entretanto, quando analisado o haplótipo de diferentes 
polimorfismos, alelos herdados em sintênia podem influenciar significativamente a 
predisposição e/ou evolução de determinada patologia.
O haplótipo dos SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750) e MMP-1 g.-519 
A>G (rs1144393) foi associado à perda precoce de implantes dentais (LEITE et al.,
2008), entretanto, a literatura não demostra outros estudos relacionando a influência 
de haplótipos no processo de osseointegração.
As MMPs são importantes durante a remodelação óssea, portanto, a análise 
de SNPs em genes de MMPs parece importante para a compreensão da influência 
genética das MMPs na perda precoce de implantes dentais.
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3. OBJETIVO GERAL
Analisar a influência de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em
genes das metaloproteinases (MMPs), isoladamente e em haplótipo na
osseointegração de implantes dentais em estudo de associação caso-controle.
3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
1. Investigar a influência do SNP MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058) e o risco de 
perda precoce do implante dental.
2. Investigar a influência dos SNPs MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 
G>GG (rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), e MMP-3 g.-1612 5A>6A 
(rs3025058) em combinação haplotípica e o risco de perda precoce do implante 
dental.
3. Investigar a influência do SNP MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070) e o risco de perda 
precoce do implante dental.
4. Investigar a influência dos SNPs MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) e MMP-9 g.-
1562 C>T (rs3918242) e o risco de perda precoce do implante dental.
5. Investigar a influência do SNP MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) e o risco de
perda precoce do implante dental.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS
Este é um estudo transversal de caso-controle, que seguiu as diretrizes da 
Declaração de Helsinque. Os voluntários deste estudo caso-controle concordaram 
em participar livremente e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 
de acordo com o projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa: CEP / SD-B 
CAAE: 54921616.0.0000.0102, parecer consubstanciado n°1618232 de 01/07/2016 
(ANEXO I).
Os pacientes foram recrutados em três clínicas dentárias do Sul e Sudeste 
do Brasil, sendo Clínica Odontológica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, 
Piracicaba - São Paulo; Instituto Latino-Americano de Pesquisa Odontológica, 
Curitiba - Paraná e Instituto de Pós-Graduação e Pesquisa em Odontologia, 
Balneário Camboriú - Santa Catarina. A taxa de perda do implante (precoce e tardia) 
desses centros foi menor que 3%.
Todos os voluntários são não fumantes, maiores que 18 anos e estavam em 
boa saúde geral e bucal. Foram excluídos pacientes com diabetes, osteoporose, 
infecção por HIV, hepatite, quimioterapia imunossupressora ou comprometimento 
grave da função imunológica. Também foram excluíram pacientes que submeteram 
a carga precoce, cirurgia regenerativa, como enxerto ósseo, ou tiveram 
complicações pós-cirúrgicas, como infecção.
Os indivíduos foram divididos em dois grupos: grupo teste voluntários que 
sofreram uma ou mais perda precoces nos implantes dentais, concordaram em 
participar do estudo e não possuíam nenhum dos critérios de exclusão; grupo 
controle voluntários sem perda de implantes e que apresentaram o mínimo de um 
ano de função; pareados por idade, sexo, número de implantes e posição; 
selecionados das mesmas clínicas odontológicas.
O implante sadio foi considerado avaliando a imobilidade do implante, a 
saúde dos tecidos peri-implantes (incluindo a extensão da perda óssea, 
profundidade da bolsa e sangramento à sondagem), função e conforto do paciente. 
Os critérios diagnósticos utilizados para a avaliação das falhas dos implantes foram 
presença de mobilidade e/ou dor, antes ou durante a conexão do abutment com 
necessidade de removê-lo.
As três clínicas utilizaram 90% de implantes Neodent® e 10% de outras 
marcas, de acordo com indicação clínica e custo.
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Estes critérios rigorosos na obtenção das amostras objetivam reduzir a 
influência de fatores sistêmicos na perda do implante, para analisar a influência dos 
SNPs.
4.1 OBTENÇÃO E EXTRAÇÃO DE DNA
O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa 
bucal, por meio de um bochecho com 3 ml de solução autoclavada de glicose a 3% 
(concentração isomolar com a saliva) durante 2 minutos (Trevilatto, 2000; Line, 
2000). Nesta solução, foram adicionados 1ml de solução TNE (10MM Tris pH 8, 
150MM NaCl e 2mM EDTA) e 1ml de Etanol e o material foi congelado a -20oC até o 
momento da extração do DNA. O bochecho foi escolhido como a técnica de 
obtenção do material de estudo, pois, constitui o método pouco invasivo, prático e 
eficiente para obtenção do DNA.
A extração do DNA foi realizada conforme protocolo de Aidar e Line (2007). 
As amostras foram incubadas por 16 horas com 20ng/ml de proteinase K (Sigma 
Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a 56oC. Foram adicionados 500pl de solução de 
acetato de amônio 10mM com EDTA 1mM e vortexado por 5 segundos. Após 
centrifugação a 17000g por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e foram 
adicionados 540pl de isopropanol para cada 900pl da solução contendo DNA. Após 
centrifugação, o sobrenadante foi submetido à lavagem com etanol a 70% e seco 
por 15 minutos a 37oC. Foi realizada suspensão do DNA em 100pl de tampão TE 
(Tris-Cl 10 mM (pH 7,8) e EDTA 1 mM) a temperatura ambiente por três horas. A 
concentração do DNA genômico de cada amostra foi quantificada com o auxílio de 
um quantificador de DNA Nanodrop e sua pureza estimada pela razão OD 260/280.
4.2 GENOTIPAGEM
Para genotipagem foram utilizadas as técnicas de PCR-RFLP (Polimerase 
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) cujos parâmetros estão 
descritos na TABELA 1.
A reação de PCR foi realizada em termociclador convenvional (Eppendorf, 
Mastercycler Gradient) e teve volume final de 15^l contendo aproximadamente 
200ng de DNA, oligonucleotídeos iniciadores específicos para cada fragmento e 10pl
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de Go Taq Green Master Mix® (Promega®). A mistura com todos os reagentes foi 
submetida a uma desnaturação inicial a 95° por 3 minutos. Em seguida, utilizados 
trinta e cinco ciclos de desnaturação, anelamento e extensão, por fim, uma extensão 
final de 10 minutos à 72°C.
Os fragmentos dos genes amplificados foram submetidos à RFLP para gerar 
fragmentos menores. A reação teve volume final de 20^l, sendo 10^i produto de 
PCR, enzimas específicas e água ultrapura, sendo a mistura encubada por 16 horas 
em estufa a 37oC, exceto o SNP MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), que utilizou a 
temperatura de 65oC.
TABELA 1- CONDIÇÕES GERAIS PARA REALIZAÇÃO DE PCR E RFLP PARA GENOTIPAGEM 
DOS GENES DA MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-8 g.- 
799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), MMP-2 
g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) E MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307).
SNP Oligonucleotídeos 
Iniciadores (5’ -  3’)
*PCR
RFLP
Pares de base 
PCR- RFLP
MMP-1 F: CATGGTGCTATCGCAATAGGGT 45°C 60s 200 (alelo G)
(rs1144393) R: TGCT ACAGGTTT CTCCACACAC KpnI 176 + 24 (alelo A)
MMP-1 F: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55°C 30s 118 (alelo 2G)
(rs1799750) R: TCTTG GATT GATTT GAGATAAGT GAAAT C XmnI 89 + 29 (alelo G)
MMP-8 F: CAGAGACTCAAGTGGGA 52°C 30s 106 (alelo C)
(rs11225395) R: TTTCATTTGTGGAGGGGC SfcI 74 + 32 (alelo T)
MMP-13 F: GATACGTTCTTACAGAAGGC 50° 60s 445 (alelo A)
(rs2252070) R: GACAAATCATCTTCATCACC BsrI 197 + 248 (alelo G)
MMP-3 F: GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA 53°C 60s 129 (alelo 6A)
(rs3025058) R: CTTCCTGGAATT CACAT CACTGCCACCACT Tth111I 97 + 32 (alelo 5A)
MMP-2 F: CTTCCTAGGCTGGTCCTTACT 62° 60s 188+5 (alelo C)
(rs243865) R: CT GAGACCT GAAGAG CT AAAGAG FSpBI 162+26+5 (alelo T)
MMP-9 F: GCCTGGCACATAGTAGGCCC 65°C 30s 435 (alelo T)
(rs3918242) R: CTTCCTAGCCAGCCGGCATC PaeI 247 + 188 (alelo C)
MMP-14 F:GTAGTCTACACCCACGCCTG 64°C 60s 442 (alelo C)
(rs2236307) R:GACAAACATCTCCCCTCGGA HphII 302+140 (alelo T)
F: o lig o n u c le o t íd e o s  in ic ia d o re s  fo w a rd ; R: o lig o n u c le o t íd e o s  in ic ia d o re s  r e v e r s e ; * P C R : te m p e ra tu ra  e  te m p o  d e  a n e la m e n o ;  
R F L P : e n z im a  d e  re s tr iç ã o .
4.3 ELETROFORESE
As sequências amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por 
eletroforese em géis horizontais de agarose 2% ou géis verticais de poliacrilamida 
8%, conforme tamanho dos fragmentos e corados com corante não mutagênico Gel 
Red® protocolo econômico (Biotium®). Os padrões de bandas dos géis foram 
visualizados em transluminador e a imagem capturada por fotodocumentador 
utilizando software Digi Doc.
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4.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS
Para analisar as frequências dos alelos e dos genótipos entre os grupos 
caso e controle foi utilizado o teste qui-quadrado nível de significância 5% (p<0.05), 
pelo programa BioEstat versão 5.0.
As análises de regressão logística múltipla e desequilíbrio de ligação foram 
realizadas utilizando o software R (R Development Core Team, 2015). As análises 
de estimativa de haplótipos, desequilíbrio de ligação e equilíbrio de Hardy-Weinberg 
pelo software phase (http://stephenslab.uchicago.edu/phase/download.html).
O Teste U de Mann-Whitney foi utilizado para verificar diferença entre a 
idade dos pacientes, posição e número de implantes.
35
5. CAPÍTULO I - ARTIGO PUBLICADO
Título: A nalys is o f MMP-3 po lym orph ism  in  osseointegrated im plant failure.
Data da publicação: julho/setembro 2017- Volume 15, número 4.
Periódico: Brazilian Journal o f Oral Sciences 
ISSN: 1677-3225
Qualis Capes -  Área de avaliação: Ciências Biológicas II 
Classificação: B5
Qualis Capes -  Área de interesse: Odontologia 
Classificação: B3
S6
O rig ina l A rtic le
http://dx.doi.Org/10.203%/bjos.v15X.XXXXXXXX
Braz J Oral Sd.
July | September 2017 - Volume 15, Number 4
Analysis of MMP-3 polymorphism in 
osseointegrated implant failure
Frandelle Boçon de Araujo Munhoz1, Paula Regina Bach Nogara2, Francisco Rafael da Costa Junior3, Fillpe Polese
Branco4, Maria Cristina Leme Godoy dos Santos5
'•z 3PPhD student Department of Cell Biology, University Federal of Parana, Curitiba, PR, Brazil 
‘ PhD Professor Faculty Avantis of Balneário Camboriú, Balneário de Camboriú, SC, Brazil 
^ h D  Professor Department of Cell Biology, University Federal of Paraná, Curitiba, PR, Brazil
Abstract
Polymorphisms in matrix metalloproteinases (MM Ps) genes have been associated with several 
pathologies, including dental implant loss. M M P-3 is crucial to the connective tissue remodeling 
process. The objective of this study was to investigate the possible relationship between -1612  
M M P-3 polymorphism and the early implant failure. A  sample of 240  non-smokers was divided: 
test group 120 patients with one or more early failed implants and control group 120  patients with 
one or more healthy implants. Genomic DNA from oral mucosa was analyzed by PCR-RFLP. No 
association of early implant loss with genotypes and alleles of the -1612 polymorphism in M M P-3  
w ere found by the Chi-squared test. Only the presence of the -1612 polymorphism of M M P-3 is 
not a genetic risk factor for early loss of implants.
Keywords: Polymorphism. Metalloproteinase. Implant loss. Risk factor.
Introduction
Dental implants have become important therapeutic option and are now the most chosen option for oral rehabilitation in edentulous and partially dentate patients because 
o f  its high predictability and success rate.However, the literature reported global failure rates o f 1.9-3.6%*, despite adequate 
surgical and medical treatment. Several risk factors, like osteolysis, medical pre­
conditions, poor bone quality, smoking, one-or-two-step surgery, have been proposed in literature2. In addition studies have demonstrated that implant material is an important 
determinant o f  treatment outcome3. The fact that only in a minority o f titanium particles induce inflammation and osseo-disintegration, suggests an important role o f  host factors, 
in particular the immune response to titanium.
In addition this, m ultiple im plant failures in the same patient, the cluster phenomenon, indicate that individual's host response play a significant role in the implant 
loss4. Gene polymorphisms are a biologically normal condition which individuals may exhibit genetic variations, which may increase their susceptibility to a certain disease. 
Polymorphisms in matrix metalloproteinases (MMPs) genes have been associated with 
a number o f  pathologies, including dental implant loss5"7.Matrix metalloproteinases (MMPs) are the major class o f enzymes capable o f 
cleaving all extracellular matrix substrates, including collagens, fibronectin, laminin, vitronectin and proteoglycansS, and are involved in physiological and pathological
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processes. MMPs regulate a variety o f  cell behaviors such as cell proliferation and motility, apoptosis, angiogenesis, effects 
on the immune system and host defense, and modulation o f  the bioactivity o f  chemokiness. In fact, MMPs are expressed by the 
major inflammatory and connective tissue cells in response to 
specific stimuli o f remodeling, including implant osseointegration. Besides, the literature demonstrated that MMP levels in peri- 
implant sulcular fluid are high, including MMP-139.MMP-3, or stromelysin-1, have broad substrate specificity 
and have an important role in remodeling o f  connective tissue. It 
participated o f  turnover o f diverse extracellular matrix components, including non-flbrillar collagens. lam inin, proteoglycan and 
fibronectin. It also activates other MMPs, such as MMP-1, MMP- 2 and MMP-9; as well as its own proenzyme10". MMP-3 can be 
produced by fibroblasts, macrophages, neutrophils, chondrocytes, 
synovial cells, and smooth muscle cells and can be induced in reaction to local stimulation such as mechanical loading12 and 
inflammation'0.T he M M P-3 g en e , lo ca ted  on ch ro m o so m e 11, 
has functional polymorphism s in the prom oter region -1612 
characterized by containing either five o r six consecutive adenines (5A /6A ) and has been associated with various pathologies 
including periodontal disease14.In p resen t study  the purpose w as to investig a te  the 
relationship between -1612 polymorphism in the MMP-3 gene 
and early failure o f osseointegrated oral implants.
Material and Methods
Study population
A sample o f  240 non-smoking subjects, >  18 years o f 
age, were recruited for study from the patient pool at the Dental Clinics o f  the Faculty o f  Dentistry o f Piracicaba — University 
o f  Campinas (UNICAM P), Piracicaba, São Paulo, Brazil, Latin American Institute for Dental Research, Curitiba, Parana, Brazil 
and private implantology clinical in São Paulo, Bahia, Paraná 
- Brazil. The rate o f implant loss o f  these centers was less than 3%. All patients were advised previously about the nature o f  the 
study and signed a consent form w'ithin a protocol approved by an Institutional Review Board (Ethical Committee in Research 
at FOP-UNICAMP, protocol 006/2002). This study has followed 
the guidelines o f  Helsinki Declaration.All subjects were in good general and oral health and did not 
have any o f the following exclusion criteria: a history o f diabetes or osteoporosis, hepatitis or HIV infection, immunosuppressive 
chem otherapy , h isto ry  o f  any d isease know n to severe ly  
com prom ise immune function. It also excluded patients that submitted a precocious prosthesis load or regenerative surgery, 
such bone grafting, and have had postsurgical complications, such as infection. All patients have a transgingival healing 
concept performed..
The groups were matched by gender and age; with 66% fem ale and m ean age 49 (range 18-80). The groups were 
matched by implant position; with 61% m andibular region and 67% posterior region. Subjects were divided into two groups: 
control group, 120 patients with one or more healthy implants
for a minimal period o f  1 year, and test group, 120 patients that had suffered one or more early implant failures, considered when 
presented mobility and/or pain before or during the abutment connection and needed to be removed.
GenotypingDNA from epithelial buccal cells was extracted using the 
procedure described by Aidar and Line15. DNA concentration (ng/ pL) wras estimated by measurements o f optical density 260/280 
nm ratio greater than 1.9.
The M M P-3 genotype was d eterm ined  by the PCR- R F L P  a s sa y . T h e  PC R  p r  im e rs  u se d  fo r  a m p lify in g  
th e  M M P -3  p o ly m o r p h is m  wre r e : f o r w a r d  p r im e r  5 '-G G T T C T C C A T T C C T T T G  A T G G G G G G  A A A g A -3 ' 
a n d  r e v e r s e  p r i m e r
5f-C T T C C T G G A A T T C A C A T C A C T G C C  ACC ACT-3*. The forward primer for amplifying the MMP-3 fragment was mutated 
from A to G at the second nucleotide close to the 3* end to create a T thl 1II recognition site in the case o f a 5A allele. PCR were 
carried out in a total volume o f  10 pi, containing 400ng genomic 
DNA, 5 pi o f  Taq Green Jumpstar Taq ReadyM ix  (Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden) and 200 nmol o f  each 
prim er. A 6 pi aliquot o f  PCR products wrere then digested with 1 unit o f T thl 1 11 enzyme at 37°C overnight. The total amount 
aliquot o f  the d igest wras electrophoresed on a 10% vertical non­
denaturing polyacrylamide gel at 20 mA. The gel was stained by ethidium bromide.
Statistical analysisMann—Whitney U test was used to determine any significant 
differences between ages and gender. The significance o f  the differences in the observ ed frequencies o f  polymorphism betw een 
both groups was assessed using the Chi-squared test with p <  0.05 
indicating statistical significance. The program ARLEQUIN (v. 2.0 — Schneider et al., 2000)16 was used to verify the H ardy- 
W einberg equilibrium in the studied sample. To verify statistical power o f  our sample, we used G*POW ER software.
The prim ers used were efficient to amplify the fragment 
and the T thl 111 enzyme digestion cleaves the PCR products in two fragments when the polymorphism site contained the 5A 
allele. Electrophoresis produced DNA bands o f  97 and 32 bp 
for 5A alleles and a band o f 129 bp for 6A alleles, whereas the 
heterozygote displayed a combination o f  both alleles (129, 97 
and 32 bp).Genotype distribution was in Hardy—Weinberg equilibrium. 
Statistical power estimation for our sample showed 99% for 
association detection.The statistical analysis did not show significant differences 
in the alleles and genotypes (p =  0.2) o f the -1612 5A/6A in MMP-3 between the two sample groups. The result shows that 
in both groups wras the higher frequency o f  allele 6A and the 
5A/6A genotype (Table I).
Results
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Table 1 -  Distribution o f  the MMP-3 allele and genotype in the control and test group.
MMP-3
(-1612)
Control
Group
Test
Group
Chi-
Squared
OR (95% IC)
n % n %
Allele
5A
6A
Genotype
5A/5A
5A/6A
6A/6A
n = 240 n = 240 
102 42.5 115 48.0 
138 57.5 125 52.0
n = 120 n = 120
22 18.3 24 20.0
58 48.3 67 55.8
40 33.3 29 24.2
p = 0,24 0.80 (0.56-1.12)
p = 0,23 0.89(0.47-1.70)
Discussion
Biological, m icrobiological and biom echanical factors 
can be accredited im plant loss, how ever the exact cause and m echanism  o f early  im plant failure are still uncertain. An 
abnormal immune-inflammatory response, involving flbroblasts, 
k e ra tin o c y te s , m ac ro p h a g e s , n e u tro p h ils , ly m p h o cy te s , endothelia l ce lls, osteoclasts  and osteo blasts, can destroy 
the p e ri-im p lan t and p eriod o n ta l t is s u e s 17. M oreover, an intense inflamm atory process is mediated by cytokines which 
point to different cell types and stim ulating the production 
o f  prostaglandins and m atrix m etalloproteinases, which are associated writh bone and connective tissue breakdow n18. The 
cluste r phenom enon supports the ev idence that individual characteristics play an im portant role in transcription o f  these 
inflammatory mediators and may influence the osseointegration 
s u c c e s s . S om e s tu d ie s  sho w  th e  in f lu e n c e  o f  g e n e tic  polym orphism s in inflam m atory m ediators in im plant loss. 
Cosyn et a l .19 (2016) dem onstrated that the IL-1B (+ 3 9 5 4 ) 
gene polym orphism  affect osseointegration, beside previous 
studies not found ev idence20. The genotype 2/2 o f  IL1RN 
polym orphism  and the C allele o f  IL-4 polym orphism  wras 
associated writh susceptibility to dental implant loss20- 1. In non­
sm okers, have been showr that a polym orphism  in the prom oter 
region o f  MMP-1 and MMP-S gene is strongly associated with 
the early im plant loss5"7. O ur group suggested that haplotype 
G -1607GG and A -5 19G o f  MM P -1 may be associated with the osseointegration process6.
H ow ever, m any  o th ers  s tu d ie s  found  no s ig n ifican t association between dental im plant loss and polym orphism  in 
inflamm atory m ediators such as M MP-9, IL-1, IL-2, IL-6, IL- 
10, TNF-A, TGF-B, VNTR, and others5*20"23. In this study, the -1612 5 A/6 A polym orphism  in the prom oter region o f  MMP- 
3 gene was also not associated with early im plant failure in non-sm okers.
In m eta -an a ly s is  s tu d ie s24,25 p o in t th a t is im p o rtan t 
m ethodological and study design restricted  to validate the associations, even though it has been raised  as one o f  the 
potential risk indicators.Early im plant failure in non-sm okers have a reduced 
frequency. N evertheless, sm oking is a strong risk factor for 
early  im plant failure - smokers have a 3 % greater chance o f losing an implant com pared to non-sm okers26, so studies that 
includes smokers would possibly mask the genetic influence.
In this study, we observed a num ber o f  patients in the test group with reliable estim ated statistical power, despite put out 
smokers. O thers risk factors w'ith age, status periodontal, and m edically com prom ised were exclude or matched.
In osseointegration, as with any complex process seems to 
be a com bination o f  several polym orphism s act synergistically significant risk that increases the susceptibility to failure. So, 
it is im portant to consider that this MMP-3 polym orphism  may have their effects masked by polym orphism s in different 
regions o f  a gene o r other genes involved writh periodontal 
inflam matory mediators. However, to identify the influence o f each allele, it is essential to analyze the relative contribution 
o f  each polym orphism.Since MMP-3 activates the MMP-1 and polym orphism  in 
MMP-1 was associated w ith implant loss, it seems im portant to 
assess the linkage disequilibrium  between the polym orphism s o f  MMP-3 and MMP-1 which are located on chrom osom e 
1 lq22.3  adjacent to each other. It seems to be o f  great value to understand osseointegration process and the m echanism s o f 
functional com pensation o f  the individual. In future studies 
o f  the investigation o f  polym orphism s in the MMP-3 gene, mainly in haplotype com bination, remains to  be considered 
regarding implant loss due to the im portance o f  this gene in osseointegration.
To understand the com plex osseointegration  failure is 
im portan t an a lyze  h ap lo ty pe  freq uenc ies  and im balances between various polym orphism s. It could be help in clinical 
investigation o f  individuals a t high risk to im plant loss and, 
in future, guide the developm ent o f  individual therapeutics to 
increasing the im plants success rates.
Conclusion
In conclusion, no associations were found between -1612 
5A/6A polymorphisms o f  the MMP-3 gene promoter and early 
implant failure, suggesting that the presence o f  this polymorphism 
alone are not a genetic risk factor for predisposition to early implant loss. Therefore, the investigation o f polymorphisms in 
the MMP-3 gene, mainly in haplotype combination, remains to 
be considered regarding implant loss due to the importance o f this 
gene in osseointegration.
Acknowledgement
The authors wish to thank Professor Dr. Silvio Sanches Veiga for his assistances. This study wras supported by the Fundação 
Araucária and CAPES
References
1. Holm-Pedersen P, Lang NP, Muller F. What are the longevities of teeth
and oral implants? Clin Oral Implants Res. 2007 Jun;18 Suppl 3:15-9.
2. Chrcanovic BR, Albrektsson T, Wennerberg A. Reasons for failures of oral
implants. J Oral Rehabil. 2014 Jun;41(6):443-76. doi: 10.1111/joor.12157.
3. Porter JA, Von Fraunhofer JÁ. Success or failure of dental implants? A
BrazJ Oral Sei. 15(X):XX-XX
39
literature review with treatment considerations. Gen Dent. 2005 Nov- 
Dec;53(6):423-32; quiz 433, 446.
4. Weyant RJ, Burt BA. An assessment of survival rates and within-patient 
clustering of failures for endosseous oral implants. J Dental Res. 1993 
Jan;72(1 ):2-8.
5. Santos MC, Campos M, Souza AP, Trevilatto PC, Line SR. Analysis of 
MMP-1 and MMP-9 promoter polymorphisms in early osseointegrated 
implant failure. Inf J Oral Maxillofac Implants. 2004 Jan-Feb;19(1 ):38-43.
6. Leite MFF, Santos MCLG, Souza AP, Line SRP. Osseintegrated implant 
failure associeted with MMP-1 promoter polymorphisms (-1607 and 
-519). Int J Oral Maxillofac Implants. 2008 JuFAug;23(4):653-8.
7. Costa-Junior FR, Alvim-Pereira CC, Alvim-Pereira F, Trevilatto PC, de 
Souza AP, Santos MC. Influence of MMP-8 promoter polymorphism 
in early osseointegrated implant failure. Clin Oral Investig. 2013  
Jan;17(1 ):311-6. doi: 10.1007/s00784-012-0699-z.
8. Cauwe B, Van den Steen PE, Opdenakker G. The biochemical, biological, 
and pathological kaleidoscope of cell surface substrates processed 
by matrix metalloproteinases. Crit Rev Biochem Mol Biol. 2007 May- 
J un ;42(3):113-85.
9. Ramseier CA, Eick S, Brannimann C, Buser D. Bragger U, Salvi GE. 
Host-derived biomarkers at teeth and implants in partially edentulous 
patients. A 10-year retrospective study. Clin Oral Implants Res. 2016 
Feb;27(2):211-7. doi: 10.1111/clr.12566.
10. Johnson JL, Dwivedi A, Somerville M, George SJ, Newby AC. Matrix 
m etalloproteinase (M M P)-3  activates M M P-9 mediated vascular 
smooth muscle cell migration and neointima formation in mice. 
Arteriosder Thromb Vase Biol. 2011 Sep;31(9):e35-44. doi: 10.1161/ 
ATVBAHA.111.225623.
11. Woessner J. Matrix metalloproteinases and their inhibitors in connedive 
tissue remodeling. FASEB J. 1991 May;5(8):2145-54.
12. Leong DJ, Gu XI, Li Y, Lee JY, Laudier DM, Majeska RJ, et al. Matrix 
metalloproteinase-3 in articular cartilage is up-regulated by joint 
immobilization and suppressed by passive joint motion. Matrix Biol. 2010 
Jun;29(5):420-6. doi: 10.1016/j matbio.2010.02.004
13. tto A, Mukaiyama A, Itoh Y, Nagase H, Thogersen IB, Enghild JJ, et al. 
Degradation of interleukin 1beta by matrix metalloproteinases. J Biol 
Chem. 1996 Jun 21 ;271 (25):14657-60.
14. Astolfi CM, Shinohara AL, Da Silva RA, Santos MC, Line SR, De 
Souza AP. Genetic polymorphisms in the MMP-1 and M MP-3 gene 
may contribute to chronic periodontitis in a Brazilian population. J Clin 
Periodontal. 2006 Oct;33(10):699-703.
15. AidarM, Line SR. A simple and cost-effective protocol for DNA isolation 
from buccal epithelial cells. Braz Dent J. 2007;18(2):148-52.
16. Schneider S, D Roessli, L Excoffier. Arlequin v.2.000: software for 
population genetics data analysis. User manual: ver. 2.000. Geneva, 
Switzerland: Genetics and Biometry Laboratory, University of Geneva: 
2000.
17. Seymour GJ, Gemmell E. Lenz LJ, Henry P, Bower R, Yamazaki K. 
Immunohistologic analysis of the inflammatory infiltrates associated 
with osseointegrated implants. Int J Oral Maxillofac Implants. 1989 
Fall;4(3):191-8.
18. Greenstein G, Hart TC. Clinical utility of a genetic susceptibility test for 
severe chronic periodontitis: a critical evaluation. J Am Dent Assoc. 2002 
Apr; 133(4):452-9; quiz 492-3.
19. Cosyn J, Christiaens V, Koningsveld V, Coucke PJ, De Coster P. De 
Paepe A, et al. An Exploratory Case-Control Study on the Impact of 
IL-1 Gene Polymorphisms on Early Implant Failure. Clin Implant Dent 
Relat Res. 2016 Apr;18(2):23440. doi: 10.1111/cid.12237.
20. Montes CC, Alvim-Pereira F, De Castilhos BB, Sakurai ML, Olandoski M, 
Trevilatto PC . Analysis of the association of IL1B (C+3954T) and IL1RN 
(intron 2) polymorphisms with dental implant loss in a Brazilian population. 
Clin Oral Implants Res. 2009 Feb;20(2):208-17. doi: 10.1111/j.1600- 
0501.2008.01629.x.
21. Pigossi SC, Alvim-Pereira F, Alvim-Pereira CC, Trevilatto PC, Scarel- 
Caminaga RM. Association of interleukin 4 gene polymorphisms with 
dental implant loss. Implant Dent. 2014 Dec:23(6):723-31. doi: 10.10977 
ID.0000000000000157.
22. Campos Ml, Godoy dos Santos MC, Trevilatto PC, Scarel-Caminaga 
RM, Bezerra FJ, Line SR. Interleukin-2 and interleukin-6 gene promoter 
polymorphisms, and early failure of dental implants. Implant Dent. 2005 
Dec;14(4):391-6.
23. Gurol C, Kazazoglu E. Dabakoglu B, Korachi M. A comparative study of 
the role of cytokine polymorphisms interleukin-10 and tumor necrosis 
factor alpha in susceptibility to implant failure and chronic periodontitis. 
Int J Oral Maxillofac Implants. 2011 Sep-Oct26(5):955-60.
24. Liao J, Li C, Wang Y, Ten M, Sun X, Tian A, et al. Meta-analysis of the 
association between common interleukin-1 polymorphisms and dental 
implant failure. Mol Biol Rep. 2014 May;41(5):2789-98. doi: 10.1007/ 
S11033-014-3133-6.
25. Dereka X, Mardas N, Chin S, Petrie A, Donos N. A systematic review 
on the association between genetic predisposition and dental implant 
biological complications. Clin Oral Implants Res. 2012 Jul;23(7):775-88. 
doi: 10.1111/j.1600-0501.2011 02329.x.
26. Esposito M, Hirsch JM, Lekholm U. Thomsen P. Biological factors 
contributing to failures of osseointegrated oral implants. (I). Success 
criteria and epidemiology. Eur J Oral Sci. 1998 Feb;106(1):527-51.
Braz J Orel Sci. 15{X)XX-XX
40
6. CAPÍTULO II - ARTIGO PUBLICADO
Título: M atrix M etalloproteinases gene po lym orph ism  haplotype is  a risk  facto r 
to im p lan t loss : A case-contro l study.
Data da publicação: agosto, 2018.
Periódico: Clinical Implant Dentistry and Related Research 
ISSN: 1523-0899 
Fator de impacto: 3.097
Qualis Capes -  Área de avaliação: Ciências Biológicas II 
Classificação: A2
Qualis Capes -  Área de interesse: Odontologia 
Classificação: A1
41
Received: 19 March 2 0 1 8  Revised: 24 May 2 01 8  Accepted: 9 August 2018
DOI: 10 .1111/cid . 12671
O R I G I N A L  A R TI C L E
W l L E Y
Matrix metalloproteinases gene polymorphism haplotype is a 
risk factor to implant loss: A case-control study
Francielle Boçon de Araujo M unhoz PhD1 | Filipe Polese Branco PhD2 |
Ricardo Lehtonen Rodrigues Souza PhD3 | Maria Cristina Leme Godoy dos Santos PhD1©
'Departm ent o f Cell Biology. University 
Federal of Paraná, Curitiba. Paraná. Brazil 
in s titu te  o f Ftostgraduate and Research in 
Dentistry (I PPO). Balneário Camboriú. Santa 
Catarina, Brazil
2Department o f Genetics, University Federal 
of Paraná Curitiba Paraná. Brazil 
Correspondence
Maria Cristina Leme Godoy Santos, University 
Federal of Paraná Centro Poitécnico. Rua 
Francisco H . dos Santos. Jd. das Américas. 
815 31 -9 9 0 . Curitiba Paraná. Brazl.
Email: lemegsantos@gmail.com 
Funding information  
Conselho Nacional de Desenvolvimento 
Gentífico e  Tecnológico. Grant/Award  
Number: 4 0 0 0 1 0 1 6007P8: CNPq. G rant/ 
Award Number: 4 00 0 1 0 1 6 0 0 7P8
Abstract
Background: Denia l implants consist in the treatm ent of choice to  replace tooth loss The 
knowledge that implant loss tends to  cluster in subsets of individuals may indicate that host 
response is influenced by genetic factors. M atrix  metalloproteinases (M M Ps) are enzymes that 
contribute to  degradation and removal of collagen from  extracellular m atrix  
Purpose: This case-control study aimed to investigate the haplotypic combination of M M P  poly­
morphism (rs l 144 393 , rs l7 9 9 7 5 0 , rs3025058 , and rs l 1225395 ) and implant loss.
M aterials and M ethods: Tw o hundred nonsmokers subjects w ere  matched by gender, age 
implant number and position and divided in control group, 100  patients w ith  one or more 
healthy implants, and test group, and 1 0 0  patients w ith one o r more implant failures Genomic 
D N A  was extracted from  saliva and genotypes w ere  obtained by PCR-RFLP.
Results: A  significant association of rs l7 9 9 7 5 0  (M M P -1 ) and r s l l2 2 5 3 9 5  (M M P -8 ) polym or­
phism on early implant loss was demonstrated (P < 0 .001 ). Global haplotype analysis indicated a 
significant difference betw een both groups (P < 0 .0001). Fiaplotype T -A -G G -5A -C  had a statis­
tically significant risk effect, w hile haplotype C -A -G -6 A -C  andT-G -2G -5A -C  had a protective  
effect in implant loss.
Conclusions: The results of this study showed that M M P s haplotype are a risk factor to  early  
implant loss.
K E Y W O R D S
case-control study, implant loss, implant survival, metalloproteinase. polymorphism, risk 
factor
1 | I N T R O D U C T I O N
The etiology o f implant loss is a multifactorial process, and various 
extrinsic and intrinsic factors have been proposed to  explain 
i t  H ow ever, in some case, the cause and mechanism of implant failure 
are still obscure. Primary o r mechanical stability in the oral implant is 
considered a key factor for successful osseointegration. Immediately  
and up to several months after surgery, a series o f cellular and molec­
ular events occur w here the host's tissues biologically integrate the 
implant into the native bone structure.1
The osseointegration is a complex and dynamic process that 
occur via contact osteogenesis, the implant surface is populated by 
bone cells to  form  the new  bone and via distance osteogenesis, bone 
formation is precede by the resorption-osteodastogenesis of the
existing tissue. Recent studies suggested that contact osteogenesis is 
dependent on  triggering factors produced during distance osteogene­
sis.2 So. bone cell synthesize and release diverse cytokines and lipid 
mediators, including matrix metalloproteinases (M M Ps), which m edi­
ate  the osteogenesis and inflammatory processes on implant 
osseointegration.
In one of the early stages o f osseointegration process, bone lining 
cells have been shown to  digest the collagen fibers m ediated by 
M M P s and clean the bone surface to facilitate remodeling.1 O steo­
clast. osteoblast and osteocyte also release M M P s during their activ­
ity. In fa c t M M P s are the major class o f enzymes capable of cleaving 
all extracellular matrix substrates and also regulate key cell behavior 
and signaling pathways tow ard remodeling o f tissue,3 including in 
implant osseointegration.
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Previous studies have also shown th a t M M P s are present in peri- 
implant sulcular fluid and levels and molecular forms of M M P s can 
play a pathologic role in bone loss.4* 7
Some single-nucleotide polymorphism (SNPs) may affect gene 
expression levels and protein production or functions; consequently, 
they influence osteogenesis and inflammatory responses. Some SNPs in 
cytokines and lipid mediators genes w ere associated w ith  implant loss 
and peri-implantitis, explain some of interindvidual risk factors.8
H ow ever, many studies evaluate the haplotype and implant loss. 
Haplotype is to mean a set of SNPs th at tend to  always occur 
together and that are associated statistically. Haplotypes show a 
higher probability o f exerting such effects than individual SNPs 
because o f linkage disequilibrium w ith  an unknow n causal variant, 
especially the rare ones. I t  is also possible that synergistic action of 
different SNPs increases the risk o f implant loss. All that considered, 
the analysis of M M P s haplotype frequencies seems to  be o f great 
value for understanding osseintegration failure.
Therefore, the purpose of this case-control study was to investigate 
the SNPs isolated and haplotypic combination of M M P  SNPs- M M P -1  
g -5 1 9  A  > G (rs ll4 4 3 9 3 ), M M P -1  g .-1607 G  > GG (rs l799750), 
M M P -3  g -1 6 1 2  5A > 6A  (rs3025058), and M M P -8  g -7 9 9  C > T  
(rs ll2 2 5 3 9 5 ) as a risk factor to osseointegrated early implant loss.
2 | M A T E R I A L  A N D  M E T H O D S
2.1 | Subjects
This is a case-control cross-sectional study, which follow ed the guide­
lines of the Declaration o f Helsinki. Ethical Com m ittee in Research a t 
C E P/SD -PB n’ 54  9 2 1  6 1 6 .0 .0 0 0 0 .0 1 0 2  approved the study protocol 
and w ritten  consent was obtained from  each participant.
Tw o hundred nonsmokers volunteers from  three regions of Brazil 
were recruited in pool of Dental Clinics o f the Faculty of Dentistry of 
Piracicaba - Piracicaba. São Paub; Latin American Institute fo r Dental 
Research - Curitiba, Paraná and Institute of Postgraduate and Research 
in Dentistry - Balneário Camboriú, Santa Catarina. The rate o f total 
implant loss (early and later) o f these centers was <3%. Patients who  
had suffered early implant failures and accepted to  participate in  the  
study, whose records did not have any of the exclusion criteria, w ere  
included. The control group was composed of volunteers, matched by 
gender, age and implant number and position selected from the same 
Dental Clinics, presenting at least one implant in  function for a minimal 
than 1 year and w ithout any implant loss.
All subjects w ere  in good general and oral health and did not have 
any o f the following exclusion criteria: smokers, a history o f diabetes 
or osteoporosis, hepatitis or H IV  infection, immunosuppressive che­
motherapy, history of any disease known to  severely compromise 
immune function. It also excluded patients w ho  submitted a preco­
cious prosthesis load or regenerative surgery, such bone grafting, and 
have had postsurgical complications, such as infection. All patients 
have a transgingival healing concept performed.
Subjects w ere  divided into tw o  groups: control group, 
10 0  patients w ith  one or more healthy implants for a minimal period 
of 1 year, and test group, 1 0 0  patients who had suffered one o r more
early implant failures. Healthy implant w as considered evaluating 
implant immobility, health o f peri-im plant tissues (including the extent 
of bone loss, pocket depth, and bleeding on probing), function and 
com fort of patient. Diagnostic criteria used fo r the assessment of 
implant failures presented mobility and /or pain before or during the  
abutm ent connection and needed to  be removed. All patients w ith  
early implant failure in period o f study, w ho accepted to  participate 
and did not have any o f the exclusion criteria, w ere selected.
2.2 | Genotyping
Buccal epithelial cells sample was collected in dental appointm ent 
after volunteers' selection. The individual undertook a mouthwash 
after 1 minute, contain 5 m L3%  glucose.16 Buccal epithelial cells w ere  
pelleted by centrifugation at 2 0 0 0  rpm fo r 1 0  minutes. The cell pellet 
was resuspended in 1 .3 0 0  mL o f extraction buffer (10  m M  Tris-HCI 
[pH 7.8], 5 mM  EDTA, 0.5%  SDS) w ith  10  pL proteinase K (20 m g /m l)  
and being left overnight at 6 5  C D N A  was purified by ammonium  
acetate 10 M , precipitated w ith isopropanol, and resuspended w ith  
100 pL Tris 10 m M  (pH 7.6), the procedure described by Aidar and 
Line.17 D N A  concentration (ng/pL) was estimated by measurements 
of optical density 2 6 0 /2 8 0  nm  ratio greater than 1.9.
The SNPs had previously been identified and included in the data­
base o f the National Center for Biotechnology Information (h ttp :// 
w w w .n c b i.n lm n h g o v /S N P /) w ith  minor allele frequencies greater than 
0 .15 . The M M P s genotypes w ere determined using the PCR-RFLP 
assays. The primer sequences, PCR conditions, and restriction enzymes 
are detailed in Table 1.
PCR w ere carried out in a total volum e o f 2 0  pL containing approxi­
mately 2 0 0  ng o f geno mic D N A  2 0 0  n mol of specific p rimers and 1 unit 
of G o T aq  Green PCR M aster M ix  (Promega Corporation. S t Madison). 
A  10 pL aliquot of PCR products w as then digested with 1 unit o f spe­
cific enzyme (restriction enzymes; Thermo Scientific- Fermentas Life 
Science - S t Lituania, UE) overnight. The total amount of aliquot of the  
digest was electrophoresed on a 2% agarose gel a t 2 0  mA and stained 
by GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Inc. Frem ont California).
Part of the samples (30% of samples) was genotype i n the previous 
studies o f our research group.8*10,18
2.3 | Statistical analysis
M ann-W hitney U  test was used to  determ ine any significant d iffe r­
ences betw een ages, gender and implant number, and position of both  
groups. Both groups showed similar means o f a g e  as follows: 
4 9  years (18-76) for the control group and 4 9 .2  years (20-80) for the  
test group (P -  0 .08). Each group has 65%  fem ale and 61%  maxillary 
im p lant and mean o f 4 .6  implants by volunteers.
Chi-square test was applied to  compare alleles and genotypes fre ­
quencies betw een patients and controls. Statistical analysis of the  
haplotype estimation, linkage disequilibrium, and Hardy-W einberg equi­
librium was conducted using PHASE software (http ://stephenslab. 
uchicago.edu/phase/downloadhtmD. The linkage disequilibrium and the  
multiple logistic regressions analyses using codominant, dominant, and 
recessive model w ere conducted w ith  R ,19 Conditional haplotype-
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TABLE 1 PCR-RFLP Conditions for M M P -8  g .-7 9 9 C  > T  ( rs ll2 2 5 3 9 5 ), M M P -1  g .-5 19  a > G ( rs ll4 4 3 9 3 ).  M M P -1  g .-1 607  G > GG  
( rs l7 99 750 ) and M M P -3  g .-1 612  5A  > 6 A (rs 3 0 2 5 0 5 8 ) Polymorphism
SNP Primers (5' to 30 Annealing RFLP Pb PCR- RFLP
M M P -8 F3: CAGAGACTCAA GTGGGA 52;iC Sfcl 106 (allele C)
(rs l1225395) Rb: TTT CATTT GT GGAGGGGC 30s 37* 74 + 32 (allele T)
M M P -1 F3: CATGGTGCTATCGCAATAGGGT 45° C Kpnl 200 (allele G)
(rs ll4 4 3 9 3 ) Rb: TGCT ACAGGTTTCTCCACACAC 60s 37* 176 + 24 (allele A)
M M P -1 F3: TCGT GAGA AT GT CTT CCCATT 55° C Xmnl/Pdml 118 (allele 2G)
(rs l799750) Rb: TCTT GGATT GATTT GAGATAAGT GAA AT C 30s 37" 89  + 29 (allele G)
M M P -3 F3: GGTTCTC CATTC CTTTGATGGGGGGAAAGA 53*C T t h l l l l 129 (alelle 6A)
(rs3025058) Rb: CTT CCTGGAATTCACATCACTGCCAC CACT 60s 37* 97  ♦ 32 (allele 5A)
1 Prim er forw ard. 
3 Prim er reverse.
based association test was applied (http://pngu.m gh.harvard.edu/ 
-purcell/plink/whap.shtmD.
3 | RESULTS
Ail genotype distributions w ere in Hardy-W einberg equilibrium. In this 
study, M M P -1  g .-1607  G  > G G  (rs l7 9 9 7 5 0 ) and M M P -8  g -7 9 9  C > T  
( rs ll2 2 5 3 9 5 )  SNPs w ere confim ied in the roll o f M M P s associated with 
implant loss (Table 2). Considering the M M P -1  g .-1 607  G » GG  
(rs l79 9750 ) SNP, there w ere  significant differences in the frequencies 
of alleles and genotypes between control and test groups. The 2G allele 
was found in 38%  o f the test group and 2 1 5 %  of the control group 
(P =  0 .0005; OR 95%  2 2 4  [1 .44-3 .48]). In the test group, the 1G /2G  
genotype was observed w ith a frequency of 58%, while in the control 
group, 63%  w ere heterozygosis (P = 0.0001; OR 95%  3.46 [1.93-6.19]). 
In M M P -8  g .-799 C > T  ( rs ll2 2 5 3 9 5 )  SNP, the C allele was found in 
24.5%  and 40%  of test and control groups, respectively (P =  0 .001; OR 
95%  0 .4 9  [0.32-0 .75]); and the genotype was more frequent as T /T  in 
test group (63% ) and T /C  in control group (48%) (P =  0.0005; OR 95%
0.33 [0.19-0.59]).
Considering the M M P -1  g .-5 19  A  > G (rs ll4 4 3 9 3 )  and M M P -3  g  
-1 6 1 2  5A > 6 A  (rs3025058), the statistical analysis did not show  any 
significant differences in the alleles and genotypes betw een the tw o  
sa mp le grou ps (Tab le 2).
SNPs used for inference o f haplotype w ere sorted according to  
their disposition on chromosome l lq 2 2 .2  (M M P -8 , M M P -1 ) and 
l lq 2 2 .3  (M M P -3 ). Both groups had 1 3  haplotypes in common, the 
case group had three and control group had one exclusive haplotypes 
Haplotype distribution analysis indicated a significant difference 
betw een both groups (P < 0 .0 0 0 1 ) (Table 3). In haplotype analysis, 
T -A -G G -5A  haplotype had a statistically significant risk effect in 
implant loss, whereas C -A -G -6A , C -G -G -6 A  haplotypes had a statisti­
cally significant protective e ffect in implant loss.
Conditional haplotype-based association test showed that overall 
variation a t this locus appears to  influence the tra it  w ith  significant 
P value
W e  found no linkage disequilibrium betw een M M P -8  g .-799  
C > T  ( rs ll2 2 5 3 9 5 ), M M P -1  g .-5 1 9  A  > G (rs ll4 4 3 9 3 ), M M P -  
1 g .-1 6 0 7  G  > G G  (rs l7 9 9 7 5 0 ), and low linkage disequilibrium among 
the others (Table 4).
The results o f multiple logistic regressions codominant and reces­
sive model suggest that the genotypes M M P -8  g -7 9 9  C > T  
( rs ll2 2 5 3 9 5 )  ( P -  7 .07e-09), M M P -1  g .-1 607  G  > GG (rs l7 9 9 7 5 0 )  
(P = 1 .49e-05) are independent variables in risk implant failure. The  
presence o f allele 2G in M M P -1  g .-1 607  G  » GG (rs l7 9 9 7 5 0 )  
(P = 2 .4 6e -06 ) is risk factor and the allele C in M M P -8  g .-7 9 9  C > T  
( rs ll2 2 5 3 9 5 )  (P = 6 .41e -08 ) are independent protective factor to 
osseintegration (Table 5).
4 | D I S C U S S IO N
Biological, microbiological, and biomechanical factors can be aocredited 
for implant loss; however the exact cause and mechanism o f early 
implant failure are still uncertain. An abnormal immune-inflammatory 
response, involving diverse cell-ike fibroblasts, macrophages, neutro­
phils. lymphocytes, endothelial cells, and bone cells can destroy the peri- 
implant and periodontal tissues.20 Moreover, an intense inflammatory 
process is mediated by cytokines that point to different cell types and 
stimulating the production o f prostaglandins and M M P s, which are asso­
ciated w ith bone and connective tissue breakdown.21
The literature supports the evidence that SNPs play an important 
role in the transcription of these inflam m atory mediators and 
m ay influence the osseointegration success,11"29 including single­
nucleotide polymorphism (SNPs) in M M P s.8"10
An important point to validate the association betw een polymor* 
phism and pathological processes is a methodological and study 
design restricted.24"25 In this study, w e observed a num ber o f volun­
teers w ith  reliable estimated statistical pow er, despite put out 
sm okers-sm oking is a strong risk factor for early implant failure.26 In 
addition, others risk factors w ith  age. status periodontal medically 
compromised, and position im plant27 w ere  exclude o r  matched.
W e  confirmed a strong association between M M P -1  
g .-1607  G  > G G  (rs17 9 9 750) and M M P -8  g .-799  C > T  (rs ll2 2 5 3 9 5 )  
SNPs isolated and implant loss. The 2 G /2 G  of M M P -1  and the T /T  of 
M M P -8  genotype w ere more frequent in the test group. Patients bear­
ing theses genotypes and 2G o r  T  a le le  seem to  be more likely to have 
implant bss, theses alleles are a risk factor to osseointegration failure. In 
fa c t the 2G  allele was shown to  augment transcriptional actK/ity and 
can potentially increase the level of protein expression.28 In addition, 
the M M P -8  level in peri-implant sulcular fluid is associated with
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TABLE 2 Allele and G enotype Frequencies o f Genes M M P -8  g .-799 C » T  ( rs ll2 2 5 3 9 5 ), M M P -1  g .-5 19  a > G ( rs ll4 4 3 9 3 ),  
M M P -1  g .-1607  G  > GG (rs l7 9 9 7 5 0 ), and M M P -3  g .-1 612  5 A  > 6A (rs 3 0 2 5 0 5 8 ) in the Control and Case Groups
Gene SNPs Control group Case group P value OR x (95%CI)
Allele n = 200 n = 200
in
«  S
C 40%  (80) 24.5% (49) 0 .0013 0.49 (0.32-0 .75)
Cl  ID
2  ä
T 60% (120) 75.5% (151)
s
Genotype n = 100 n = 100
C /C 16% (16) 12% (12) 0.0005 0 3 3  (0.19-0 .59)
C /T 48%  (48) 25% (25)
T /T 36% {36) 63% (63)
Allele n = 200 n = 200
A 59.5% {119) 65.5% (131) 0.2559 0.77 (032-1 .16)
Ô»CO
1-1
G 40.5%  (81) 34.5% (69)
Genotype n =  100 n = 100
A /A 32% {32) 46% (46) 0 .0679 0 5 5  (031-0 .98)
Cl A /G 55% {55) 39% (39)
5
2 G /G 13% {13) 15% (15)
-K
Allele n = 200 n = 200
1G 78.5% {157) 62% (124) 0.0005 2 2 4  (1.44-3 .48)
OK
r*. 2G 21.5% {43) 38% (76)
s Genotype n =  100 n = 100
1G /1G 63% {63) 33% (33) 0.0001 3.46 (1.93-6.19)
1G /2G 31% {31) 58% (58)
2G /2G 06%  {06) 09% (09)
Allele n =  2 0 0 n = 2 0 0
5A 40.5%  (81) 47%  (94) 0 2 2 6 5 0.77 (0.52-1.14)
in 
Cl  Q 6A 59.5% (119) 53% (106)
5  cm Genotype n  =  1 0 0 n = 1 0 0
s 5A/5A
5A/6A
6A /6A
18% (18) 
45%  (45) 
37% (37)
2 0 %  ( 2 0 )  
54% (54) 
26% (26)
0 2 4 1 2 038(0 .43-1 .78)
Significant values shown in gray.
TABLE 3 Haplotype Frequencies Considering SNPs M M P -8  g .-7 9 9 C  > T  (rs ll2 2 5 3 9 5 ). M M P - lg . -5 1 9  a > G  ( rs ll4 4 3 9 3 ).  
M M P -1  g .-1 6 0 7  G  > GG (rs l7 9 9 7 5 0 ). and M M P -3  g .-1 612  5A  > 6A  (rs3025058) in Case and Control Groups
Haplotype Total frequency Case frequency Control frequency P-value O R(95% CI) Bonferroni correction'
1 C-A-G-6A 0.2150 0.0450 0.170 0.00010 0.23(0 .11-0 .49 ) 0 .0016
2 C-G-G-6A 0.1350 0.0150 0.120 0.00010 0.11 (0.03-0.38) 0 .0016
3 T-A-GG-5A 0.1900 0.1750 0.015 0.00010 13.93 (4.21-46.11) 0 .0016
4 T-G-GG-6A 0.0950 0.0050 0.090 0.00020 0.05 (0.01-0.38) 0 .0032
5 T-G-G-6A 0.3000 0.2150 0.085 0.00050 2.95(1 .62-5 .38)
6 T-A-G-5A 0.3050 0.0950 0.210 0.00220 0.39 (0.22-0.71)
7 T-G-GG-5A 0.0700 0.0050 0.065 0.00280 0.07(0 .01-056)
8 G-A-G-5A 0.0800 0.0150 0.065 0.02170 0.22 (0.06-0.78)
9 C-A-GG-5A 0.0900 0.0700 0.020 0.03000 3.69 (1.19-11.41)
10 C-A-GG-6A 0.0550 0.0450 0.010 0.06660
11 T-A-G-6A 0.2650 0.1600 0.105 0.14030
12 T-G-G-5A 0.0800 0.0500 0.030 0.44400
13 C-G-GG-6A 0.0150 0.0000 0.015 0 2 4 6 4 0
14 C-G-G-5A 0.0250 0.0250 0.000 0.07180
15 T-A-GG-6A 0.0500 0.0500 0.000 0.00390
16 C-G-GG-5A 0.0300 0.0300 0.000 0 0 3 9 7 0
J After Bonferroni correction. Plimit is 0.003
OR. odds ratio: Cl. confidence Interval. Significant values shown in gray.
45
de ARAUJO M U N H O Zr
TABLE 4  Linkage Disequilibrium Betw een the SNPs: M M P -8  g.-799 C > T  ( rs ll2 2 5 3 9 5 ), M M P -lg .-5 1 .9 a  > G ( rs ll4 4 3 9 3 ),  
M M P -1  g .-1 607  G > GG (rs l7 9 9 7 5 0 ) and M M P -3  g .-1612  5 A  > 6A  (rs3025058)
-W lL E Y -L
SNPs M M P -8  (-7 7 9 ) M M P -1  ( -5 1 9 ) M M P -1  ( -1 6 0 7 ) M M P -3  (-1 6 1 2 )
M M P -8  (rs ll2 2 5 3 9 5 ) X U  = 0 .0774 D  = 0.0672 D  = 0.1971
M M P -1  (rs l144393) P = 0 .197 X D* = 0 2 3 6 6 D  = 0.2219
M M P -1  (-1 6 0 7 ) (rs l799750) P = 0 .527 P = 0.042 X V  = 0.2568
M M P -3  ( - 1612) (rs3025058) P = 0 .010 P = 0.008 P = 0 .000 X
Significant values of P and D  shown in gray.
TABLE 5 M ultip le Logistic Regression Considering SNPs as independent variables Using Codom inant D om inant and Recessive model
SNPs Genotype z value P value
1» Intercept
"g
£ M M P -8 (rs ll2 2 5 3 9 5 )
2 7 1 6 0.0066
CC x CT x TT -5 .7 8 9 7.07e-09
§ M M P -1 (rs l14439 3) AA x AG x GG 0.293 0.7697
M M P -1 (rs l799750) 1G x G2G x 2G2G 4.331 L49 e -0 5
2  M M P -3 (rs3025058) 5A5A x 5A6Ax 6A6A -0 .5 7 9 0.5627
0)
■§
E
Intercept 2.457 0.0140
M M P -8 (rs ll2 2 5 3 9 5 ) CC x CT + TT -2 .1 3 8 0.0325
c M M P -1 (rs ll4 4 3 9 3 ) GG x AA ♦ AG 0.290 0.7718
1
&
M M P -1 (rs l799750) 2G 2G x 1G2G + 1G1G 0.943 0.3457
M M P -3 (rs3025058) 5A5A x 5A6A + 6A6A -0 .1 4 5 0.8850
HI Intercept 1.300 0.194
?
E
M M P -8 (rs ll2 2 5 3 9 5 ) TT x CT ♦ CC 5.407 6.41e-08
2 M M P -1 (rs l14439 3) AA x AG +■ GG -0 .0 3 2 0.974
S
1CL
M M P -1 (rs l799750) 1G1G x 1G2G + 2G 2G -4 .3 3 4 1.47e-05
M M P -3 (rs3025058) 6A6A x 5A6A ♦  5A5A -0 .2 0 5 0.838
1 M M P-9 was exduded in recessive model Because it had no TT genotype.
diagnosis of mucositis and peri-implantitis in an early stage.29 Thus, th e ­
ses alleles can provide molecular basis for a more intense degradation 
of extracellular matrix, w ith excessive digest the collagen fibers, which 
might impair the tissue remodeling process and also deregulate the sig­
naling pathways and bone cell action.
In this population, the M M P -1  g -5 1 9  A > G  (rs ll4 4 3 9 3 )  and 
M M P -3  g .-1612 5A  > 6 A  (rs3025058) SNPs isolated w ere not risk fac­
tor to  implant loss, corroborating w ith  previous result. This implies that 
influence of theses SNPs isolated in osseointegration process is not sig­
nificant. However, a combination of several SNPs act synergistically 
may increase significant risk to  failure. In addition, it is important to  con­
sider that some SNPs may have their effects masked by another more  
highly significant. Haplotype is a group of alleles that are inherited 
together. In this context, haplotype analysis is very important to  identify  
the correct association between SNPs and implant loss.
This is the first study investigating the association betw een haplo­
type SNPs in M M P s and implant loss The haplotype analysis showed  
a significantly increased risk to  implant loss in haplotype T -A -G G -5A  
and a protective e ffect of haplotype and C -A -G -6A , C -G -G -6A , a fte r  
Bonferroni correction (P < 0 .003). This indicate th at M M P -1 , M M P -3 ,  
and M M P -8  SNP are additive risk factors in osseointegration.
Based on  the results o f allelic and genotype frequencies, w e  have 
conducted multiple logistic regressions using codom inanl dom inant 
and recessive model. The results showed th at the polymorphisms 
M M P -8  g .-7 99  C > T  (rs ll2 2 5 3 9 5 )  and M M P -1  g -1 6 0 7  G  » GG
(rs l7 9 9 7 5 0 ) have an independent and synergistic risk e ffe c t in implant 
loss. In recessive model, w hich w as grouped a normal homozygous vs 
unusual homozygous added polymorphic heterozygous, the 2G allele 
in M M P -1  g .-1 6 0 7  G  > GG  (rs l7 9 9 7 5 0 ) m ay indicate an increased 
risk, already the presence o f the C allele in M M P -8  g -7 9 9  C > T  
( rs ll2 2 5 3 9 5 )  may indicate an increase in protective implant loss.
W e  showed that polymorphisms in different M M P s isolated and in 
hapbtypes are a risk factor to  early implant loss; suggesting that 
osseointegration dependent of the cumulative effect o f  interactions of 
sequence variants in M M P s gene w ith  significant biologic pathways.
5 | C O N C L U S IO N
The results of this study showed that M M P -1  g .-1607  G > GG 
(rs l79 9750) and M M P -8  g .-799 C > T  (rs ll2 2 5 3 9 5 )  SNPs individually 
influence implant loss, and that the presence of the 2G allele in M M P - 
1 g .-1607 G  > G G  (rs l79 9750 ) is risk factor, whereas the C allele 'm 
M M P -8  g .-799 C > T  (rs ll2 2 5 3 9 5 )  is protective factor. In addition, the 
haplotype M M P -8  g .-799  C > T  (rs l 1225395), M M P -1  g -5 1 9  A  > G 
(rs ll4 4 3 9 3 ), M M P -1  g -1 6 0 7 G  > GG (rs l79 9750) and M M P -3  g .-1612  
5A > 6A  (rs3025058) is a risk factor of osseointegrated implant failure.
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MMP-13 Polymorphism as a Risk Factor in Implant Loss
Francielle Bo?on de Araujo MunhozVFilipe Polese Branco, PhD2/
Ricardo Lehtonen Rodrigues Souza, PhD3/M aria Cristina Leme Godoy dos Santos, PhD4
Purpose: To investigate whether MMP-13 g.-77 A > G (rs2252070) gene polymorphism is associated with 
early implant loss. Materials and Methods: Two hundred nonsmoking volunteers in good oral health,
> 18 years of age, and found to be periodontally healthy by clinical examination were matched by age, 
sex, and implant position and separated into two groups: control group (100 patients with one or more 
healthy implants for a minimum of 1 year) and test group (100 patients who had suffered early implant loss, 
considered wfien implants presented mobility and/or pain before or during abutment connection, requiring 
their removal). Genom/c DNA from saliva was genotyped by PCR-RFLP. Statistical analysis of the results was 
done using Mann-Whitney U and chi-square tests, with a significance level of 59c. Results: A significant 
difference in the presence o f the different alleles and genotype was found between groups for the MMP-13 
g.-77 A >  G (rs22S2070l gene polymorphism (P = .0161, OR 9 5 *  = 0.57 [0.37 to 0.891; P = -007, OR 9 5 * = 
0.44 [0.25  to 0.78]). The A allele increased susceptibility to early implant toss and appeared to be a genetic 
risk factor. Conclusion: The findings suggest that MMP-13 g.-77 A > G (rs2252070) polymorphism may 
contribute to early implant loss. In i J O ra l M ax illq fac  Implants 2019;34:XXX-XXX. doi: 10.11607/jomi.7057
Keywords: imp/ant toss, meta/tpprotei'nase, polymorphism, risk factor
One major challenge of modern implant dentistry is to comprehend the implant loss that tends to clus­
ter into subsets of individuals. Despite the high clinical 
success rate and an implant permanence of more than 
95% in the first 10 years, some patients present failures 
during the osseointegration process, culminating in 
implant loss.1-2 In the majority, early failure occurs, due 
to unsuccessful osseointegration, indicating impaired 
bone healing.
Early implant loss is a multifactorial condition de­
pending on several extrinsic and intrinsic risk factors, 
such as age, sex, smoking, medical pre-conditions.
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bone quality, implant characteristics, and position.14 
However, some losses occur without a clinically recog­
nized mechanism or causes. These findings suggest a 
crucial impact of genetic influence on osseointegration.
Nowadays, some research is answering questions 
concerning the role of genetics in implant loss. In this 
context, single nucleotide polymorphisms (SNPs), the 
most common form of DNA variation, have been in­
vestigated in recent years. Some SNPs in cytokines and 
matrix metalloproteinases (MMPs) gene already were 
associated with implant loss and peri-implantitis,5"12 
which explains some of the inter-individual risk fac­
tors.
MMPs are an important class of endopeptidase en­
zymes secreted by local cells to degrade all substrates 
of the extracellular matrix and its components. Among 
this family of enzymes, the subgroup of collagenases 
(MMP-1, MMP-8, and MMP-13) plays a crucial role in tis­
sue remodeling. MMP-13, or collagenase-3, is capable 
of degrading aggrecan, gelatin, and all collagen mole­
cules, especially fibrillar collagens,13 an essential com­
ponent in the formation of new bone matrix and in the 
integration of the implant surface to the surrounding 
bone.
Although the sequences of the 3.2 billion bases of 
human DNA are more than 99.9% identical, sequence 
variations (polymorphisms) contribute to biologic 
variation and affect how humans develop diseases. 
Some genetic polymorphisms (SNPs) may affect gene
The International Journal o f Oral &  M axillofacia l Im plants 1
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expression levels and protein production or func­
tions; consequently, they influence osteogenesis and 
inflammatory responses. Some SNPs in cytokines and 
lipid mediator genes were associated with implant 
loss and peri-implantitis, explaining some of the inter­
individual risk factors.
The MMP-13 gene has a functional 5NP character­
ized by the exchange of the A to G in -77 positions 
on the gene, which has already been related to vari­
ous pathologies, including different cancers,”  aneu­
rysms,15 disc degeneration,1* tendinopathy,17 dental 
agenesis,13 and caries.19
Considering that MMP-13 is one of the important 
factors in the bone remodeling process and studies in 
th is area are scarce, the prese nt study inve sti gated the 
contribution of MMP-13 g.-77 A > G (rs225207i)) 5NP 
to evaluate the risk for early implant loss.
MATERIALS AND METHODS
Study Population
This was a case-contnol study; the Ethical Committee 
in Research CEP/5D-PB CAAE: 54921616.0.0000.0102 
approved the study protocol. This study followed the 
guidelines of the Helsinki Declaration.
Two hundred nor smoker volunteers were re­
cruited in three pools of dental clinics from the South 
and Southeast of Brazil (Dental Clinics of the Faculty 
of Dentistry of Piradcaba, Sao Paulo; Latin American 
Institute for Dental Research, Parana; and Institute of 
Postgraduate and Research in Dentistry, Santa Cata­
rina). The implant loss rate (early and later) of these 
centers was less than 3%. Patients who had suffered 
early implant loss, agreed to participate in the study, 
and did not have any of the exclusion criteria were 
included.The control group was composed of volun­
teers without implant loss, matched by age, sex, and 
implant number and position selected from the same 
dental clinics, presenting for a minimum of 1 year of 
implant function. I The three clinics
used 90% Neodent implants and 10% other brands, ac­
cording to clinical indication and cost.
All volunteas were i n g ood genera I an d oral hea Ith, 
non smokir g, > 18 years of a ge, a nd foun d to be perio­
dontal ly healthy by clinical examination. Patients 
with diabetes, osteoporosis, HIV infection, hepatitis, 
immunosuppressive chemotherapy, or severely com­
promised immure function were excluded. Partici­
pants who have had postsurgical infection were also 
excluded.
Participants were divided into a control group, 
100 patients with ore or more healthy implants for a 
minimum period of 1 year; and a test group, 100 pa­
tients who had suffered one or more early implant
losses. Healthy implants were considered by evaluat­
ing implant immobility, health of peri-implant tissues 
(including the extent of bone loss, pocket depth, and 
bleeding or probing), function, and comfort of the 
patient. Diagnostic criteria used for the assessment of 
implant loss was presenting mobility and/or pain be­
fore or during the abutment connection, requiring re­
moval. All patients with early implant loss in the study 
period who agreed to participate and did not have any 
of the exclusion criteria were selected.
Genotyping
DNA was extracted from epithelial buccal cells,20 and 
the concentration (ng/pL) was quantified by optical 
density 260/2BO nm ratio greater than 1.9.
The MMP-13 g.-77 A > G [rs2252O70i polymorphism 
had previously been identified with minor allele fre­
quencies greater than 0.3 in the database of the Na­
tional Center for Biotechnology Information {http:// 
w ww.ncbi ,n I m.n ih .g o v/5N ?f).
PCR-RFLP assay determined the MMP-13 genotype, 
with approximately 200 rg  of DNA, 200 nmol of each 
PCR primer (forward 5"-GATACGTTCTTACAGAAGGC-3r 
and reverse 5-GACAAATCATCTTCATCACC-3r), and 1 
unit of Go Taq Green PCR Master Mix (Promega). Am­
plification wascaniedout with 35 cycles at 94 "C, S0oC, 
and 72°Q for 1 minute. One unit of Bsri (BseNI) enzyme 
digested 10 pL of PCR products at 65"C overnight. 
These products wereeletnophoresed on a 2% agarose 
gel at 20 mA and stained by GelRed (Dictum).
Statistical Analysis
The Mann-Whitney U test was used to determine any 
significant differences between age, sex, and implant 
position of both groups. Both groups showed similar 
mean ages, as follows: mean 49 ±10.1 years (range: 13 
to 76 years) for the control group and 49.2 ± I 1.2 years 
(range: 20 to B0 years) for the test group (P =.0B). Each 
group had 65% women, 61% maxillary implants, and a 
mean 4.6 implants by volunteers. In both qroups, 99% 
used Neodent implants.
Chi-squared test, with P < .05, was used to differ­
entiate frequencies of polymorphism between both 
groups. Hardy-Weinberg equilibrium was conducted 
using PHASE software (http://stephenslab.uchicago. 
ed u/phase/download.html).
Genotype distribution was in Hardy-Weinberg equi­
librium. In the present study, MMP-13 rs22S2070 A/G 
polymorphism had significant differences in the fre­
quencies of alleles and genotypes between groups
RESULTS
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Table 1 Allele and Genotype Frequencies of Genes M M P-13 g -7 7  A > G (rs 2 2 £2070) in Control 
and Test Groups
Gene/SNPs Control group Test group P value OR {95% Cl)
MMP-13 («2262070)
A M e n = 2 0 0 n = 2 0 0
A 6 4 .5 %  (129) 7 6 *  (152) .0 1 5 1 0 .6 7  (0 .3 7 -0 .3 9 )
G 3 5 .5 %  (71) 24%  (43)
Genotype n =  100 1 =  1 0 0
A/A 36%  (36) 56%  (56) .0 0 7 0 .4 4  (0 .2 5 -0 .7 6 )
A/G E7% (57) 40%  (40)
G /6 07%  (7 ) Ü 4 K  (04)
U J —  are a p r a s « ]  In periEnlage. with 1he nunber :1 p irtls lp  s r s  ;rj In paramtiasas.
(Table 1). IIn the test group, the A
allele and A/A genotype were found in 76% and 56%, 
while in the control group, the same allele and geno­
type were found in 64.5% a nd 36% (P = .0161; OR 95% 
0.57 [0.37 to 0.39] and P =  .007; OR 95% 0.44 [0.25 to
0.73], respectively).
DISCUSSION
Bone remodeling in implant osseointegration is a dy­
namic process that depends on the correct balance 
between resorption and deposition of bone, which 
must be firmly combined quantitatively, in time and in 
space.21 It should be stressed thatthis continuous pro­
cess of bone remodeling ensures long-term implant 
functionality. Bone turnover processes are regulated 
by various humoral factors, including a significant role 
of MMPs.
MMPs interfere in local bore metabolism and are 
involved in the destruction of connective tissues. The 
recent literature has shown that MMPs are present 
in peri-implant sulcular fluid and levels, and molecu­
lar forms of MMPs car play a pathologic role in bore 
loss.22*2* In addition, increased inflammation in com­
bination with the production of MMPs leads to the 
destruction of periodontal tissue.35 Specific increased 
MMP-13 activity in gingival fluid was associated with 
progressive periodontal disease,27 supporting this 
MMP role i n a I veola r bone loss.
The present study evaluated a SNP in a heteroge­
nous and miscegenational Brazilian population, which 
have significantly overlapping genotypes.
Th us the results reported here should be 
tested in other populations.
A strong association of MMP-13 g.-77 A > G 
(rs2252070) SNP with early implant loss was identi­
fied in this case-control cross-sectional study. Patients 
bearing A/A genotypes or A allele appear more prob­
able to have impla nt loss. The transcri ptional activity of
A allele was found to be two times higher than the G in 
MMP-13 g.-77 A > G frs2252070) 5NP.3EThus, it is con­
sidered thatthis allele potentially alternates the pro­
tein expression and influences the process of implant 
loss, making the extracellular matrix degradation more 
intense, with excessive collagen fiber breakdown. It 
might impair the tissue remodeling process and also 
deregulate signaling pathrwaysand bone cell action.
In previous studies, the present authors a I so showed 
association between polymorphism in other col lag e- 
nases fMMP-1 and MMP-3) and early implant loss.*-8 
Therefore, it is reasonable to postulate that MMP poly­
morphisms, mainly in oollagenase genes, may play a 
crucial role in early implant loss.
An important point in validating the association 
between polymorphism and pathologic processes is 
a restricted methodologic and study design. The pres­
ent study observed a number of volunteers with reli­
able estimated statistical power, despite exclusion or 
matched risk factors with age, periodontal status, med­
ically compromised, implant position, and smoking.
This makes the results more robust and showed that 
MMP-13 g.-77 A > G frs2252070) polymorphism alone 
is a risk factor for early implant loss. Interestingly, this 
same SNP was not associated with peri-implantitis.39 
Nevertheless, n onrestri cte d criteri a for i ncl usi on of vol­
unteers, for example, smoker participants, would pos­
sibly mask the genetic influence.
Since that intensity of the inflammation surround­
ing implants is an important pathophysiologic factor 
in osseointegration,211 it seems important to investi­
gate SNPs in different regions of MMP gene or other 
genes involved with periodontal inflammatory media­
tors, which may be an act synergistically in combina­
tion in osseointegration.
The genetic identification of individuals at higher 
risk of implaint loss ca n contribute to strateg ies of m od - 
ulation of the genetic markers and ensure appropriate 
and individual implaint treatment.
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CONCLUSIONS
MMP-13 g.-77 A> G ( is2252070) polymorphism might
increase implant loss susceptibility, indicating that this
polymorphism could be a potential diagnostic and
prog nostic facto r fo r early im pi a nt los s.
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Abstract
Background an Objective: This association study sought to unravel the relationship 
the polymorphism MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) and MMP-2 g.-1306 C>T 
(rs243865) and the early loss of the osseointegrated dental implant.
Material and Methods: Subjects non-smokers and healthy were divided into control 
and case groups, 100 patients who presented healthy implants and 100 patients who 
presented early implant failures, respectively, both within one year. DNA obtained 
from oral epithelial cells were amplified and genotyped using the PCR-RFLP assays. 
The Chi-square test, considering the significant value of p <0.05, was used to 
analyze the genotypes and alleles of all patients.
Results: Statistical analysis showed significance in genotype and allele frequencies 
of MMP-2 g-1306 C>T (rs243865) (p <0.001) in the case and control groups. The 
multiple logistic regression model (CC x TC + TC) (p = 3.89e-05) was significant in 
the early implant loss during the osseointegration. However, no evidence of a 
significant relationship was found in the polymorphism MMP-9 g.-1562 C>T 
(rs3918242) and implant loss.
C onclusion: The polymorphic gene of MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) individually 
influences the implant loss, T allele represents a protection factor during the 
osseointegration. The MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) polymorphism does not 
appear to influence the failure of the osseointegrated dental implant. The elucidation 
of the role of MMP SNPs in the early implant loss, may contribute to the recognition 
of risk patients, assist in the development of strategies for modulating genetic 
markers, and ensure adequate and individualized treatment.
Keywords: Osseointegration, Gene Polymorphism, Matrix Metalloproteinase, 
Dental implant, Implant loss, Gelatinase.
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In troduction
Various extrinsic and intrinsic factors have been proposed to explain the 
multifactorial etiology of implant loss. The literature show that multiple implant failures 
can be occur in the same subject, supporting the evidence that individual’s host 
response play an important role in the failure process.
In this context, some research evaluates the genetic influence in the 
osseointegration. In last years has been investigated the participation of single 
nucleotide polymorphisms (SNPs), the most common form of DNA variation, in 
implant loss. SNPs may affect gene expression levels and protein production or 
functions; consequently, they can alter osteogenesis and inflammatory responses. 
Some SNPs in different genes, like matrix metalloproteinases (MMPs), have already 
been associated with implant loss and peri-implantitis1-6.
MMPs are the major class of enzymes capable of cleaving all extracellular 
matrix substrates and also regulate cell behavior and signaling pathways towards 
remodeling of tissue7, including in implant osseointegration. In fact, bone lining cells 
digest the collagen fibers mediated by MMPs and clean the bone surface in order to 
facilitate remodeling, in early stages of osseointegration8. Moreover bone cells and 
fibroblast synthesize and release MMPs during all their activity in osseointegration 
process8.
Among the MMPs, the MMP-2 and MMP-9 (gelatinase-A and -B) are produced 
by endothelial cell, fibroblasts, inflammatory cells, and bone cells9 and interfere in 
local bone metabolism as well as being involved in the destruction of connective 
tissues10.
The MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) SNP modifies the promoter activity of the 
MMP-2 gene, altering the Sp1-type promoter site leads to significantly lower 
transcriptional activity (the T allele has a markedly 50% lower activity than the C 
allele)11. In MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) SNP the T allele has been reported to 
increase promoter activity by almost 2-fold12. The MMP-2 and MMP-9 gene is crucial 
for the regulation of extracellular matrix components, and theses dysregulation could 
be associated with the development of implant failure.
Besides, MMP-2 and MMP-9 SNPs as well as haplotypes were often adapted 
as disease biomarkers for the treatment of head and neck squamous cell
55
carcinoma13. This SNPs has been associated with spontaneous abortion14, 
hepatopulmonary syndroms15, oral cancer16 and optic neuritis17.
Considering that gelatinases are one of the important factors in the bone 
remodeling process, the present study investigate the contribution of MMP-2 g.-1306 
C>T (rs243865) and MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) SNPs to evaluating the risk for 
early implant loss.
Material and Methods
The subjects that participated in this case-control association study freely 
agreed and signed a free and informed consent form, according to a project 
approved by the Research Ethics Committee: CEP / SD-B CAAE:
54921616.0.0000.0102. The guideline of the Declaration of Helsinki was followed.
Two hundred non-smokers volunteers were recruited in three pool of Dental 
Clinics from South and Southeast of Brazil (Dental Clinics of the Faculty of Dentistry 
of Piracicaba, São Paulo; Latin American Institute for Dental Research, Paraná and 
Institute of Postgraduate and Research in Dentistry, Santa Catarina), whose rate of 
early and late loss of the implants is less than 3%. The three clinics used 90% of 
Neodent® implants and 10% of other brands, as indicated by the professional and 
patient choice.
The volunteers were > 18 years of age and presented a good state of oral 
and systemic health. Were excluded patients with diabetes, hepatitis, HIV infection, 
immunosuppressive chemotherapy, osteoporosis or severely compromised immune 
function. It also excluded volunteers that have had infection postsurgical, precocious 
prosthesis load or regenerative surgery. All volunteers have a transgingival healing 
concept performed.
Subjects were divided into two groups: test group, 100 volunteers that had 
suffered one or more early implant failures with mobility and/or pain before or during 
the abutment connection and needed to be removed; and control group, 100 
volunteers, matched to test group by gender, age and implant number and position, 
presenting at least one implant in function for a minimal than 1 year and without any 
implant loss. Healthy implant was considered evaluating implant immobility, health of 
periimplant tissues (including the extent of bone loss, pocket depth and bleeding on 
probing), function and comfort of patient.
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These strict criteria in obtaining the samples aim to reduce the influence of 
systemic factors in the loss of the implant, to analyze the influence of the SNPs.
DNA sample and Genotyping
Total DNA was obtained from buccal epithelial cells with ammonium 
acetate18. The concentration of DNA (ng/pL) estimated by measurements of optical 
density 260/280 nm ratio greater than 1.9. The SNPs had previously been identified 
and included in the database of the National Center for Biotechnology Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). The global minor allele frequency of MMP-2 is
0.1366 and of MMP-9 is 0.1552.
The MMPs genotypes were determined using the polymerase chain reaction- 
restriction fragment length polymorphism assays ( PCR-RFLP). The final volume of 
PCR was 15pl, containing 100ng of genomic DNA, 1 unit of Go Taq® Green PCR 
Master Mix (Promega Corporation. - St. Madson, USA) and 200nmol of specific 
primer. An 8pl aliquot of PCR products was then digested with 1 unit of specific 
enzyme (R estric tion Enzymes Therm o S cien tific®  - Fermentas Life Science. - 
St. Lituania, UE) overnight and eletrophoresed on 8% acrylamide gel (MMP-2 g.- 
1306 C>T (rs243865)) or 2% agarose gel (MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242)) at 
20mA and stained by GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium, Inc. - St. Fremont, USA). 
The PCR-RFLP conditions are detailed in Table 1.
S tatistica l Analysis
To compare alleles and genotypes frequencies between cases and controls 
was applied Chi-square test. The multiple logistic regressions analyses were 
conducted with R software (R Development Core Team, 2015). Hardy-Weinberg 
equilibrium was conducted using PHASE software
(http://stephenslab.uchicago.edu/phase/download.html).
Mann-Whitney U test was used to determine any significant differences 
between ages, implant position and number of both groups. Both groups showed 
similar means of age, as follows: 49 years (18-76) for the control group and 49.2 
years (20-80) for the test group (p= 0.08). Each group has 61% maxillary implant, 
mean of 4.6 implants by volunteers and 65% female.
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Results
All genotype distributions were in Hardy-Weinberg equilibrium. The study 
showed that the MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) SNP had a significant differences in 
the frequencies of alleles and genotypes between test and control groups. The T 
allele was found in 5% of the test group, and 18.5% of control group, respectively 
(p<0.001, OR 95% 0.23 (0.11-0.48)). The most frequent genotype was C/C in both 
groups, with frequencies of 91% in the test group and 65% in the control group (p 
<0.001, OR 95% 0.08-0.41)). Considering the MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) SNP 
the statistical analysis did not show significant differences in the alleles and 
genotypes between the two sample groups (Table 2).
Different models were tested using multiple logistic regression. The model 
(C/C x C/T + C/T, p = 3.89e- 05) was significant to MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) 
SNP, suggesting that they are independent variables in implant failure, and that the 
presence of the T allele is a protective factor for osseointegration.
D iscussion
The expression of MMPs in tissues is highly regulated, involves complex 
interactions between cell surface receptors and ECM, cytokines and growth factors. 
Thus, it directly influences bone remodeling and inflammatory processes.
Bone turnover processes are regulated by various humoral factors including a 
significant role of MMPs. In previous studies, we showed an association between 
polymorphism in others MMPs (MMP-1, MMP-8 and MMP-13) and early implant 
loss5, 6 Therefore, it is reasonable to postulate that MMP polymorphisms are 
potential influencers and play a significant role in early implant loss.
Recent literature has shown that the level of MMP -2, -9 requires special 
attention in oral tissue. High levels and overexpression of these enzymes were 
observed and analyzed in patients with peri-implantitis and inflammation of the 
gingival tissue, being that their expression and activation in crevicular gingival fluid 
increased with the severity and progression of inflammation19-20.
In this case-control cross-sectional study, a strong association MMP-2 g.-1306 
C>T (rs243865) SNP with early implant loss was identified. Patients bearing C/C 
genotypes or C allele appear more probable to have implant loss. The transcriptional 
activity of C allele was higher than the T, so, we consider that the C allele making 
more intense the extracellular matrix degradation, with excessive collagen fibers
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breakdown. It might impair the tissue remodeling process and also deregulate 
signaling pathways and bone cell action.
Although studies have shown that the T allele in the MMP-9 -1562 C / T 
promoter polymorphism may be a protective factor for chronic periodontitis21, and 
that MMP-9 is present in inflammatory gingival tissue and high levels of this enzyme 
are expressed in oral diseases such as precancerous oral lesions, oral cancer, 
periodontitis and decreased organic matrix in caries.44-46 Our study showed that in 
this population MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) SNP isolated, were not associated 
with implant failure.
The success of healing equates the active remodeling of cartilages and bone 
matrices and the combined differentiation and activity of various cell types. The role 
of tissue in its biophysical environment is influenced by the effect of enzymatic 
activity on the cells. Thus, such polymorphic alleles may deregulate the transcription 
of MMPs and impair the normal process of osseointegration.
Conclusion
The results of this study showed that the polymorphic gene of MMP-2 g.-1306 
C>T (rs243865) individually influences the early loss of the osseointegrated dental 
implant. The presence of the T allele in MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) gene (p 
<0.001) has the protective potential during osseointegration of the dental implant. 
The MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) SNP was not associated with the risk of failure 
of the osseointegrated implant.
Acknow ledgm ents
This work was supported by CNPq (grants 40001016007P8). We affirm that 
have no conflicts of interests.
59
References
1. Santos MC, Campos MI, Souza AP; Trevilatto PC, Line SR. Analysis of MMP-1 
and MMP-9 promoter polymorphisms in early osseointegrated implant failure. Int J 
Oral Maxillofac Implants 2004;19(1):38-43.
2. Leite MFF, Santos MCLG, Souza AP, Line SRP. Osseintegrated implant failure 
associeted with MMP-1 promoter polymorphisms (-1607 and -519). Int J Oral 
Maxillofac Implants 2008;23:653-8.
3. Costa-Junior FR, Alvim-Pereira CC, Alvim-Pereira F, Trevilatto PC, de Souza AP, 
Santos MC. Influence of MMP-8 promoter polymorphism in early osseointegrated 
implant failure. Clin Oral Investig 2013;17(1):311 -6.
4. Thierbach R, Maier K, Sorsa T, Mäntylä P. Peri-Implant Sulcus Fluid (PISF) 
Matrix Metalloproteinase (MMP) -8 Levels in Peri-Implantitis. J Clin Diagn Res. 2016 
May;10(5):ZC34-8
5. De Araujo Munhoz FB, Branco FP, Souza RLR et al. Matrix metalloproteinases 
gene polymorphism haplotype is a risk factor to implant loss: A case-control study. 
Clin Implant Dent Relat Res 2018; 20(6):1003-1008.
6. de Araujo Munhoz FB, Branco FP, Rodrigues Souza RL, Dos Santos MC. MMP- 
13 Polymorphism as a Risk Factor in Implant Loss. Int J Oral Maxillofac Implants. 
2019.
7. Paiva KB, Granjeiro JM. Bone tissue remodeling and development: focus on 
matrix metalloproteinase functions. Arch Biochem Biophys. 2014;561:74-87.
8. Choi JY, Sim JH, Yeo IL. Characteristics of contact and distance osteogenesis 
around modified implant surfaces in rabbit tibiae. J Periodontal Implant Sci. 
2017;47(3): 182-92.
9. Sapna G, Gokul S, Bagri-Manjrekar K. Matrix metalloproteinases and periodontal 
diseases.Oral Dis. 2014;20(6):538-50.
10. Maciejczyk M, Pietrzykowska A, Zalewska A, Knas M, Daniszewska I. The 
significance of matrix metalloproteinases in oral diseases. Adv Clin Exp Med. 
2016;25(2):383-90.
11. Price SJ, Greaves DR, Watkins H. Identification of novel, functional genetic 
variants in the human matrix metalloproteinase-2 gene: role of Sp1 in allele-specific 
transcriptional regulation. J Biol Chem. 2001;276(10):7549-58.
60
12. Zhang B, Ye S, Herrmann SM, Eriksson P, de Maat M, Evans A, Arveiler D, Luc 
G, Cambien F, Hamsten A, Watkins H, Henney AM. Functional polymorphism in the 
regulatory region of gelatinase B gene in relation to severity of coronary 
atherosclerosis. Circulation. 1999;99:1788-94.
13. Luizon MR, de Almeida Belo V. Matrix metalloproteinase (MMP)-2 and MMP-9 
polymorphisms and haplotypes as disease biomarkers. Biomarkers. 2012;17(3):286-
8.
14. Li L, Liu J, Qin S, Li R. The association of polymorphisms in promoter region of 
MMP2 and MMP9 with recurrent spontaneous abortion risk in Chinese population. 
Medicine (Baltimore). 2018;97(40):e12561.
15. Liu JW, Chen DQ. Correlations of MMP-2 and MMP-9 gene polymorphisms with 
the risk of hepatopulmonary syndrome in cirrhotic patients: A case-control study. 
Kaohsiung J Med Sci. 2018;34(11):634-642.
16. Tsai CW, Hsu HM, Wang YC, Chang WS, Shih LC, Sun KT, Hung YW, Yang YC, 
Gong CL, Bau DT. Contribution of MMP2 Promoter Genotypes to Oral Cancer 
Susceptibility, Recurrence and Metastasis in Taiwan. Anticancer Res. 
2018;38(12):6821 -6826
17. Liutkeviciene R, Vilkeviciüte A, Banevicus M, Miezyte R, KriauciOniene L. 
Association of MMP-2 (“ 1306 C/T) Gene Polymorphism with Predisposition to Optic 
Neuritis and Optic Neuritis Together with Multiple Sclerosis.Medicina (Kaunas). 
2018;54(2).
18. Aidar M, Line SR. A simple and cost-effective protocol for DNA isolation from 
buccal epithelial cells. Braz. Dent J 2007;18(2):148 -5.
19. Dong W, Xiang J, Li C, Cao Z, Huang Z. Increased expression of extracellular 
matrix metalloproteinase inducer is associated with matrix metalloproteinase-1 and -2 
in gingival tissues from patients with periodontitis. J Periodontal Res 2009; 4:125­
132.
20. Maciejczyk M, Pietrzykowska A, Zalewska A, Knas M, Daniszewska I. The 
Significance of Matrix Metalloproteinases in Oral Diseases. Adv Clin Exp Med. 2016; 
25(2): 383-90.
21. Ajmera DH, Singh P, Zhu Y, et al. A meta-analysis of MMP-9 promoter -1562 C/T 
polymorphism on susceptibility of chronic periodontitis. Springerplus 2016; 26: 5-526.
61
Table 1. PCR-RFLP conditions MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) and MMP-9 g.-1562 
C>T (rs3918242) polymorphism.
MMP-2 (rs243865)
Prim ers  (5’ to  3’) PCR RFLP PCR- RFLP
Forward/ Reverse Annealing Enzyme 
Temperature Temperature
Base pairs (pb)
F: CTTCCTAGGCTGGTCCTTACT 62°C FSpBI/BfaI 188+5 (allele C)
R: CT GAGACCT GAAGAG CT AAAGAG 60s 37°C 162+26+5 (allele T)
MMP-9 (rs3918242)
Prim ers  (5’ to  3’) PCR RFLP PCR- RFLP
Forward/ Reverse Annealing Enzyme 
Temperature Temperature
Base pairs (pb)
F: GCCTGGCACATAGTAGGCCC 65°C PaeI/SphI 435 (allele T)
R: CTTCCTAGCCAGCCGGCATC 30s 37°C 247+188 (allele C)
Table 2. Genotype and allele frequencies of MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) and 
MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) in the control and case groups.
MMP-2 (rs243865)
SNP Control group Case group p-value OR * (95%CI)
Allele n = 200 n = 200
C 81.5% (163) 95% (190)
T 18.5% (37) 5% (10) <0.0001 0.23 (0.11-0.48)
Genotype n = 100 n = 100
C/C 65% (65) 91% (91)
C/T 33% (33) 8% (8) <0.0001 0.18 (0.08-0.41)
T/T 2% (2) 1% (1)
MMP-9 (rs3918242)
SNP Control group Case group p-value OR * (95%CI)
Allele n = 200 n = 200
C 94% (188) 90.5% (181) p= 0.2619 1.64 (0.78-3.48)
T 6% (12) 9.5% (19)
Genotype n = 100 n = 100
C/C 88% (88) 81% (81) p= 0.2411 1.72 (0.79-3.76)
C/T 12% (12) 19% (19)
T/T 0 0
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9. DISCUSSÃO
A etiologia da perda do implante bucal é um processo multifatorial, e vários 
fatores biológicos, microbiológicos e biomecânicos têm sido propostos para explicá-
10. No entanto, em alguns casos, a causa e o mecanismo da falha do implante ainda 
são obscuros.
A remodelação óssea durante a osseointegração do implante é um processo 
dinâmico que depende do correto equilíbrio entre reabsorção e deposição óssea, e 
que deve ser firmemente combinado quantitativamente, no tempo e no espaço 
(GREENSTEIN; HART, 2002). Deve-se ressaltar que este processo contínuo de 
remodelação óssea garante uma funcionalidade de longo prazo ao implante.
O processo de remodelação óssea é regulado por vários mediadores 
incluindo um papel significativo das MMPs. A expressão de MMPs nos tecidos é 
altamente regulada e envolve interações complexas entre os receptores da 
superfície celular e matriz extracelular, além de diversos mediadores como citocinas 
e fatores de crescimento. Uma resposta imunoinflamatória desequilibrada leva a 
reabsorção dos tecidos periodontais e periimplantares e estimula uma maior 
atividade de MMPs, influenciar diretamente a remodelação óssea (STERNLICHT; 
WERB, 2001; DONG et al., 2009; CHANG et al., 2013).
A literatura apoia evidências de que os SNPs desempenham papel 
importante na transcrição desses mediadores inflamatórios e influenciam o sucesso 
da osseointegração (DEREKA et al., 2012; COSYN et al., 2016; 
ALEKSANDROWICZ et al., 2017; LIN et al., 2018), incluindo SNPs em MMPs 
(SANTOS et al., 2004; LEITE et al., 2008; COSTA-JUNIOR et al., 2013). No entanto, 
muitos outros estudos não encontraram associação significativa entre perda de 
implantes dentais e SNPs (SANTOS et al., 2004; CAMPOS et al., 2005a, 2005b; 
MONTES et al., 2009; GUROL et al., 2011; PIGOSSI et al., 2014).
Um ponto importante para validar a associação entre SNPs e processos 
patológicos é um estudo com metodologia e desenho restrito (DEREKA et al., 2012; 
LIAO et al., 2014). Neste estudo, observamos um número de voluntários com poder 
estatístico estimado confiável e distribuição genotípica em equilíbrio de Hardy- 
Weinberg. Não foram incluídos fumantes, uma vez que o tabagismo é um forte fator 
de risco para falha precoce do implante (ESPOSITO et al.,1998) e poderia mascarar 
o efeito dos SNPs. Além disso, outros fatores de risco com idade, estado
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periodontal, saúde sistêmica comprometida, posicionamento e número de implantes 
(LIN et al., 2018) foram excluídos ou pareados, tornando os resultados mais 
robustos e confiáveis. A análise do SNP MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) foi à 
única realizada com número menor de pacientes (137 voluntários, sendo 70 do 
grupo caso e 67 do grupo controle), devido à quantidade insuficiente de amostras 
para realizar a genotipagem. Contudo os resultados foram estatisticamente 
significativos.
Para a realização deste estudo de associação, foram padronizados 
protocolos. O método de extração de DNA utilizado foi adequado para obtenção de 
quantidades suficientes de DNA. As amplificações dos fragmentos por técnica de 
PCR tiveram suas condições otimizadas e a escolha da enzima de restrição para a 
técnica de RFLP foi adequada para a análise dos SNPs estudados. O ANEXO II 
mostra figura dos padrões de bandas encontrados em todos os SNPs estudados. 
Assim, com metodologia reprodutível, de baixo custo e pouco invasiva, foi possível 
identificar marcadores moleculares para pacientes de risco à perda precoce de 
implantes dentais osseointegrados.
Os resultados mostraram que SNPs isolados em diferentes genes de MMPs 
estão associados com a perda precoce do implante dental osseointegrados, 
sugerindo que a osseointegração depende do efeito cumulativo das interações de 
variantes de sequência no gene das MMPs com vias biológicas significativas. Esse 
estudo demostrou associação entre os SNPs MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), 
MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-2 g.-1306 
C>T (rs243865) e MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) e a perda precoce de implante; 
enquanto os SNPs MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-3 g.-1612 5A>6A 
(rs3025058) e MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) não foram associados isoladamente 
à perda de implante dentais. O ANEXO III apresenta as frequências alélicas e 
genotípicas de cada SNPs na população estudada.
Os resultados do SNP da MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) foram 
estatisticamente significativos, sugerindo que os genótipos C/C e C/T estão 
associados a perda precoce do implante e a presença alelo C confere um fator 
protetivo durante a osseointegração. Os dados desse estudo estão sendo utilizados 
na confecção de um artigo.
Na osseointegração, como acontece com qualquer processo complexo, a 
combinação de vários SNPs atuando sinergicamente pode aumentar o risco e a
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susceptibilidade à falha. Além disso, é importante considerar que alguns SNPs 
podem ter seus efeitos mascarados por outros genes mais significativos, envolvidos 
com o tecido periodontal. Neste contexto, é essencial identificar a influência de cada 
alelo isoladamente e analisar a contribuição relativa de cada polimorfismo em 
combinação haplotípica. Nesse trabalho, a análise dos haplótipos dos SNPs MMP-8 
g.-799 C>T (rs11225395), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG 
(rs1799750) e MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058) sugere que o haplótipo T-A-GG- 
5A representa um fator de risco, enquanto os haplótipos C-A-G-6A e C-G-G-6A tem 
efeito protetor, indicando que estes SNPs são fatores de risco aditivos na 
osseointegração (ANEXO IV). Ainda, os resultados da regressão logística múltipla 
confirmaram que a presença de determinado alelo pode ter efeito de risco ou 
protetivo durante a osseointegração. Os resultados mostraram que os polimorfismos 
MMP-1 g-1607 G>GG (rs1799750) e MMP-8 g-799 C>T (rs11225395) têm um efeito 
de risco independente e sinérgico na perda de implantes(ANEXO V).
O estudo de SNPs em genes de MMPs associados à osseointegração 
mostrou-se promissor para descoberta de marcadores genéticos em pacientes de 
risco, o que pode contribuir na busca de estratégias para garantir um tratamento 
adequado e individualizado.
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10. CONCLUSÃO
Em conclusão os resultados do presente estudo mostraram que a presença 
dos polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em genes das metaloproteinases 
(MMPs) isoladamente e em haplótipo influenciam na osseointegração de implantes 
dentais.
1. O SNP MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058) isoladamente não representa um 
fator de risco para perda precoce de implante dental.
2. Os SNPs MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-1 g.-1607 G>GG 
(rs1799750), MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), e MMP-3 g.-1612 5A>6A 
(rs3025058) em haplótipo é fator de risco adicional para perda precoce do 
implante dental. O haplótipo T-A-GG-5A é fator de risco, enquanto os 
haplótipos C-A-G-6A e C-G-G-6A tem efeito protetor.
3. O SNP MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070) é fator de risco a perda precoce de 
implante dental, sendo que o alelo G confere um efeito protetor.
4. O SNP MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865) é fator de risco a perda precoce de 
implante dental, sendo que o alelo T confere um efeito protetor. Enquanto, o 
SNP MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) não representa um fator de risco para 
à perda precoce do implante dental.
5. O SNP MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) é um fator de risco a perda 
precoce do implante dental, sendo que o alelo C confere um efeito protetor.
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ANEXO I - PARECER CONSUBSTANCIADO DE APROVAÇÃO, EMITIDO PELO COMITÊ 
DE ÉTICA EM PESQUISA (CEP/SD), DO SETOR DE CIÊNCIAS DA SAÚDE DA 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: INFLUÊNCIA DE POLIMORFISMOS E DO PADRÃO DE METILAÇÃO DO DNA DE 
GENES ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE OSSEOINTEGRAÇÃO DE IMPLANTES 
DENTAIS.
Pesquisador: Maria Cristina Leme Godoy dos Santos
Área Temática: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que não necessita de análise 
ética por parte da CONEP;);
Versão: 3
CAAE: 54921616.0 0000.0102
Instituição Proponente: Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Molecular 
Patrocinador Principal: Financiamento Próprio
DADOS DO PARECER
Número do Parecer: 2.259.183
Apresentação do Projeto:
Titulo do projeto: Influência de polimorfismos e do padrão de metilação do DNA de genes envolvidos no 
processo de osseointegração de implantes dentais. Tem como pesquisadora principal a Profa Dra Maria 
Cristina Leme Godoy dos Santos e como pesquisadores colaboradores Prof. Dr. Ricardo Lehtonen de Souza 
e Profa Dra Ana Paula de Souza e a aluna de pós-graduação Francielle Boçon de Araújo Munhoz.
Os implantes dentários osseointegrados revolucionaram a implantologia e são amplamente utilizados para 
substituir dentes ausentes, aliando funcionalidade e estética, sendo a alternativa mais comum para diversas 
situações de edentulismo. Apesar de a osseointegração apresentar resultados previsíveis e reproduzíveis 
garantindo um alto índice de sucesso no tratamento, falhas como a perda do implante ainda ocorrem e o 
aumento do uso desse procedimento ao longo dos últimos anos torna o problema cada vez mais frequente, 
por vezes, sem causa clinicamente definida. Sabe-se que a osseointegração é um processo multífatorial 
dependente do chamado “fenótipo clínico”, que pode incluir condição de saúde sistêmica do indivíduo, 
modificações genéticas como polimorfismos
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(SNPs) e alterações epigenéticas no padrão de metilação do DNA do paciente. Além disso, o hábito de 
fumar cigarros, compromete a integridade do material genético das células da mucosa bucal e de seus 
m ediadores químicos e enzím átícos e é um fator de risco a osseointegração. Dessa forma, parece  
importante analisar o papel de polimorfismos genéticos isolados e em haplótipos, assim como, o padrão de 
metilação de DNA na falha da osseointegração de pacientes fumantes e não
fumantes, uma vez que, o conhecimento da etiologia e de fatores associados à falha de implante pode 
ajudar no reconhecimento desses pacientes e auxiliar o desenvolvimento de um tratamento adequado em 
conjunto com estratégicas de prevenção.
A obtenção do material será realizada mediante consentimento do grupo amostrai, após breve explanação 
dos objetivos do estudo. Em consulta ao cirurgião-dentista o indivíduo será informado por ele e através de 
cartaz sobre a pesquisa e o voluntariado para sua participação. O indivíduo que se dispuser a participar será 
instruído a encaminhar e-mail à pesquisadora responsável, quando necessário poderão solicitar a secretaria 
do consultório odontológico auxílio para envio do e-mail.
A amostra, será composta por indivíduos saudáveis, brasileiros de ambos os sexos, adultos (acima de 25  
anos), fumantes (5 cigarros ou mais/dia há pelo menos 5 anos) e não-fumantes (indivíduos que declararam  
nunca fumaram). Estes indivíduos serão recrutados de clinicas odontológícas com taxas de insucesso para 
o tratamento com implantes menores que 5%, condizendo com o aceito pela literatura. Após triagem inicial, 
os indivíduos serão divididos em: Grupo 1: Voluntários não-fum antes e que obtiveram sucesso no 
tratamento com implantes dentários osseointegrados, estando os implantes em carga funcional a pelo 
menos 6 meses, sem mobilidade ou sintomatologia; Grupo 2: Voluntários fumantes, que obtiveram sucesso 
no tratamento com implantes dentários osseointegrados, estando os implantes em carga funcional a pelo 
menos 6 meses, sem mobilidade ou sintomatologia; Grupo 3: Voluntários não-fumantes e que sofreram  
perda de implantes dentários osseointegrados; Grupo 4: Voluntários fumantes e que sofreram perda de 
implantes dentários osseointegrados. Para genotipagem dos polimorfismos será realizada a técnica de 
PCR RFLP, utilizando 100 amostra dos Grupos 1 e 3. Voluntários fumantes (Grupos 2 e 4 ) não serão  
incluídos nessa analise para que o fator fumo não mascare a influencia dos polimorfismos isoladamente. 
Para a análise da metilação dos genes relacionados à osseointegração pretende-se utilizar a técnica 
Specific Methylation-Sensitive Restriction Enzymes com 25 amostras de cada grupo. O DNA dos voluntários 
para análise dos polimorfismos será obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal. Antes do 
procedimento odontológico na sala do cirurgião-dentista e acom panhado por esse
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e pela pesquisadora. O voluntário realizará um bochecho com 3 ml de solução autoclavada de glicose a 3%  
(concentração isomolar com a saliva) durante 2 minutos. O bochecho será coleta em tubo autoclavado e 
nesta solução, será adicionado 1 ml de solução TN E (10m M Tris pH 8, 150mM NaCI e  2mM EDTA) e 1ml de 
Etanol absoluto, sendo o material congelado a -20 oC até o momento de uso. O DNA dos voluntários para 
análise da metilação será obtido a partir de células do tecido ósseo da região do implante dental, uma vez 
que o padrão de metilação é sitio especifico. O tecido será obtido durante o procedimento 
de colocação do implante pelo cirurgião dentista através de material residual da broca de perfuração. Este 
resíduo ósseo geralmente é descartado pelo profissional. A pesquisadora receberá o material ósseo através 
do assistente cirúrgico e a amostra será lavada em solução fisiológica, acondicionado em tubos estéreis e 
congelado até o momento do uso. A extração do DNA das células da mucosa bucal será realizada conforme 
protocolo de Aidar e Line (2007). A extração do DNA das células do tecido ósseo será realizada conforme 
protocolo de Carvalho (20 09 ). As sequências am plificadas serão analisadas por eletroforese em géis 
horizontais de Agarose 5%  em Tam pão TBE (89  mM de Tris-Borato, 89  mM de ácido bórico e 2  mM de 
EDTA). A visualização dos fragm entos será feita em translum inador e a im agem  capturada utilizando  
software Digi Doc
Critério de Exclusão: Diabéticos, portadores de osteoporose, indivíduos imunodeprimidos, indivíduos com 
exposição prévia à radioterapia ou quimioterapia. Pacientes que apresentarem intercorrência pós-operatória, 
como infecções.
O material obtido será arm azenado em biorrepositórío e a pesquisadora se responsabiliza pelo uso de  
material biológico e informações associadas, resguardando a confidencialidade e o sigilo. O armazenamento  
das amostras possibilita a repetição do estudo, bem como realização de novos estudos. Todo e qualquer 
uso adicional de materiais e informações associadas serão formalizado através de em enda ao projeto 
original ou de um novo projeto de pesquisa igualmente submetido e aprovado pelo C EP. Os voluntários 
serão contactados para assinarem, caso queiram, Term o de Consentimento Livre e  Esclarecido especifico 
para cada pesquisa.
O número total de participantes desta pesquisa será de 250.
Este projeto será realizado durante o período de 06/2016 a 02/2019.
O bjetivo  da Pesquisa:
- Objetivo geral
Analisar polimorfismos e o padrão de metilação da região promotora dos genes envolvidos no
Endereço: Rua Padre Camargo, 285 - Térreo
Bairro: Alto da Glória CEP: 80.060-240
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processo de osseointegração em células epiteliais da mucosa bucal e em células do tecido ósseo da região 
do implante em indivíduos com sucesso na osseointegração de implantes dentais e indivíduos fumantes e 
não fumantes com perda de implantes dentais, em estudo duplo cego.
- Objetivos específicos
1. Investigar a combinação haplotípica e regressão múltipla de polimorfismos em diferentes colagenases: 
M MP-1 (-1607  e -5 1 9 ) (rs1799750 e rs 1 144393); M M P -3  (-1 6 1 2 ) (rs11225395) e M M P-9 (-15 62 )  
(rs2252070 ) e o risco perda de implante osseointegrados utilizando células da mucosa bucal.
2. Analisar a influência do padrão de metilação de DNA em genes relacionados ao no processo de 
osseointegração de fumantes e não-fumantes utilizando células ósseas da região do implante.
3. Contribuir para formação de recursos humanos na orientação de aluna de doutorado do Programa de Pós 
-Graduação em Biologia Celular e Molecular da UFPR.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
Riscos:
Não apresenta risco adicional ao paciente, uma vez que, para a obtenção das células da mucosa bucal, 
será utilizado bochecho de solução de glicose autoclavada 3% e a obtenção das células do tecido ósseo 
será obtido durante o procedimento de colocação do implante pelo cirurgião dentista através de material 
residual da broca de perfuração. Este resíduo ósseo retirado do paciente é geralmente descartado pelo 
profissional. As amostras biológicas serão armazenadas conforme a legislação preconiza.
Benefícios:
O benefício esperado com a pesquisa é a identificação de marcadores genéticos relacionados ao processo 
de osseointegração de implantes dentais. Dessa forma, espera-se contribuir para o conhecimento da 
etiologia e de fatores associados à falha de implante, podendo ajudar no reconhecimento de pacientes com 
fatores de risco e auxiliar o desenvolvimento de um tratamento adequado a estes. Nem sempre o voluntário 
será diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, mas poderá contribuir para o avanço cientifico.
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
A pesquisa tem como instituição co-participante o Instituto de Pesquisa e Pós-Graduação em Odontologia 
(IPPO) localizado em Balneário Camboriú - Santa Catarina.
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O prontuário dos voluntários será utilizado para obter informações referente aos critérios de não inclusão, 
doenças prévias, uso de medicamentos, número e posição do implantes realizado e tratamentos prévios 
como enxertos ósseos e gengivais. As informações serão obtidas durante anamnese, sendo a coleta das 
mesma de responsabilidade do cirurgião dentista.
A pesquisadora relata que usará recurso próprio no valor de R$ 6.000,00.
A pesquisadora declara também que o referido Departamento apresenta condições para o 
armazenamento seguro das amostras.
A pesquisadora solicita uma emenda no projeto:" Inclusão de Instituição coparticipante - Instituto Latino 
Americano de Pesquisa e Ensino Odontológico llapeo Ltda, CNPJ 070598640001-28, a fim de aumentar o 
número de pacientes, devido a dificuldade de obter a quantidade de amostras necessários para o estudo". 
A carta de concordância da instituição coparticipante foi anexada.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Todos foram apresentados.
Recomendações:
Não há.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
O projeto está aprovado.
Considerações Finais a critério do CEP:
Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatórios semestrais e final, sobre o andamento da 
pesquisa, bem como informações relativas às modificações do protocolo, cancelamento, encerramento e 
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAÇÃO. Demais 
alterações e prorrogação de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma 
de execução da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitação de 
prorrogação de prazo.
Emenda -  ver modelo de carta em nossa página: www.cometica.ufpr.br (obrigatório envio)
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação
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Informações Básicas 
do Proieto
PB INFORMAÇÕES BASICAS 972617
E1 Ddf
14/08/2017
16:20:39
Aceito
Outros Carta_Solicitacao_Emenda.pdf 14/08/2017
16:19:17
Francielle Boçon de 
Arauio Munhoz
Aceito
Outros 6 Instituição Coparticipante IPPOpdf.p 
df
14/08/2017
16:17:15
Francielle Boçon de 
Arauio Munhoz
Aceito
Outros 6_l nstitu i caoCoparti cí pa n te l  LA P E O pdl 
pdf
14/08/2017
16:12:46
Francielle Boçon de 
Arauio Munhoz
Aceito
Outros Resposta_Pendencias_emitidas_pelo_C
EP.docx
19/05/2016
16:38:47
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
TCLE /  Termos de 
Assentimento / 
Justificativa de 
Ausência
TCLEcorrigido.docx 19/05/2016
16:33:31
Maria Cristina Leme 
Godoy dos Santos
Aceito
Outros 10_Uso_especifico_do_material_e_dado 
s.pdf
04/04/2016
15:31:20
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 8_Termo_Confidencialidade.pdf 04/04/2016
15:29:12
María Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 2b_Ata_Coleg iad o_Ap rova cao_P rojeto_ 
Francielle.pdf
04/04/2016
14:26:13
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 2a_Oficio_aprovacao_colegiado.pdf 04/04/2016
14:25:11
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 04/04/2016
14:20:22
Maria Cristina Leme 
Godoy dos Santos
Aceito
Outros check_list.pdf 04/04/2016
11:19:50
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Declaração de 
Pesquisadores
Declaracao_pesquisador.pdf 04/04/2016
10:33:04
María Cristina Leme 
Godoy dos Santos
Aceito
Orçamento ORCAMENTO.pdf 04/04/2016
10:20:54
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Declaração de 
Manuseio Material 
Biológico / 
Biorepositório / 
Bíobanco
BIORREPOSITORIO.pdf 04/04/2016
10:20:01
Maria Cristina Leme 
Godoy dos Santos
Aceito
Declaração de 
Instituição e 
Infraestrutura
INFRAESTRUTURA pdf 04/04/2016
10:19:42
María Cristina Leme 
Godoy dos Santos
Aceito
Outros 4_Declaracao_corcordancia_orientador_ 
pos qraduacao.pdf
04/04/2016
10:16:06
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 3_Analise_merito.pdf 04/04/2016
10:12:37
María Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 13_T erm o_co m p rom i sso_uti liza cao_dad 
os arquivos.pdf
31/03/2016
16:58:29
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 12_Terno_guarda_material.pdf 31/03/2016
16:57:43
Maria Cristina Leme 
Godov dos Santos
Aceito
Outros 11_Termo_Compromisso_inico_pesq 31/03/2016 Maria Cristina Leme Aceito
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ANEXO II- IMAGEM DOS GÉIS DE ELETROFORESE COM OS PADRÕES DE BANDA 
DOS GENÓTIPOS, APÓS DIGESTÃO ENZIMÁTICA (RFLP), CORADOS COM GEL RED, 
PARA MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-8 g.-799 
C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), 
MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) E MMP-14 g.+7096 T>C
(rs2236307).
MMP-1 (rsl799750) MMP-1 (rs ll44393 ) MMP-8 (rs ll225395)
118pb 118p
89pb 89pb
1G/1G 1G/2G 2G/2G
M M P -1 3  (rs2252070)
• i ladder
445pb 445pb
500pb
24Spb 248pb 300pb
197pb i9 7 p b
200pb
G/G A/A A/G A/A
2 0 0 p b  
1 0 6 p b  iQ O pb
M MP-2 (rs243865) ladder
500pb
1 S8pb 188pb 200pb
162pb 1B2pb
100pb
H ■H C/T
M M P -9  (rs3 9 1 8 24 2 )
435pb 435pb  435pb
500pb
247pb 247pb
3 0 0 pb
188pb 188pb 200pb
C/C T/T C/T
140pb 140pb
Z / C  T / T  C / T  C / T
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ANEXO III- FREQUÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS DOS GENES DA MMP-1 g.-1607 
G>GG (rs1799750), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-8 g.-799 C>T (rs11225395), 
MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A (rs3025058), MMP-2 g.-1306 C>T 
(rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) E MMP-14 g.+7096 T>C (rs2236307) NOS
GRUPOS CASO E CONTROLE
S N P G rup o  C on tro le G ru p o  C aso V a lo r p O R  *  (95% C I)
M M P-1 (rs1799750)
A le lo
1G
2G
G en ótipo
1G/1G
1G/2G
2G/2G
n = 200 
78.5% (157) 
21.5% (43) 
n = 100 
63% (63)
n = 200 
62% (124) p= 0.0005
p=0.0001
2.24 (1.44-3.48) 
3.46 (1.93-6.19)
38% (76)
n = 100 
33% (33)
31% (31) 
06% (06)
58% (58) 
09% (09)
M M P-1 (rs1144393)
A le lo n = 200 n = 200
A 59.5% (119) 65.5% (131) p= 0.2559 0.77 (0.52-1.16)
G 40.5% (81) 34.5% (69)
G en ótipo n = 100 n = 100
A/A 32% (32) 46% (46) p= 0.0679 0.55 (0.31-0.98)
A/G 55% (55) 39% (39)
G/G 13% (13) 15% (15)
M M P-8 (rs11225395)
A le lo n = 200 n = 200
C 40% (80) 24.5% (49) p= 0.0013 0.49 (0.32-0.75)
T 60% (120) 75.5% (151)
G en ótipo n = 100 n = 100
C/C 16% (16) 12% (12) p= 0.0005 0.33 (0.19-0.59)
C/T 48% (48) 25% (25)
T/T 36% (36) 63% (63)
M M P-13 (rs2252070)
A le lo n = 200 n = 200
A 64.5% (129) 76% (152) p = 0.0161 0.57 (0.37-0.89)
G 35.5% (71) 24% (48)
G en ótipo n = 100 n = 100
A/A 36% (36) 56% (56) p = 0.007 0.44 (0.25- 0.78)
A/G 57% (57) 40% (40)
G/G 07% (7) 04% (04)
M M P-3 (rs3025058)
A le lo n = 200 n = 200
5A 40.5% (81) 47% (94) p= 0.2265 0.77 (0.52-1.14)
6A 59.5% (119) 53% (106)
G en ótipo n = 100 n = 100
5A/5A 18% (18) 20% (20) p=0.2412 0.88(0.43-1.78)
5A/6A 45% (45) 54% (54)
6A/6A 37% (37) 26% (26)
M M P-2 (rs243865)
A le lo n = 200 n = 200
C 81.5% (163) 95% (190) | p<0.0001 0.23 (0.11-0.48)
T 18.5% (37) 5% (10)
G en ótipo n = 100 n = 100
C/C 65% (65) 91% (91) | p<0.0001 0.18 (0.08-0.41)
C/T 33% (33) 8% (8)
T/T 2% (2) 1% (1)
M M P-9 (rs3918242)
A le lo n = 200 n = 200
C 94% (188) 90.5% (181) p= 0.2619 1.64 (0.78-3.48)
T 6% (12) 9.5% (19)
G en ótipo n = 100 n = 100
C/C 88% (88) 81% (81) p= 0.2411 1.72 (0.79-3.76)
C/T 12% (12) 19% (19)
T/T 0 0
M M P -14 (rs2236307)
A le lo n = 134 n = 140
T 60.402% (93) 80.714% (113) <0.0427 0.54 (0.31-0.95)
C 30.597% (41) 19.285% (27)
G en ótipo n = 67 n = 70
T/T 43.283% (29) 62.857% (44) <0.033 0.45 (0.23-0.89)
C/T 52.238% (35) 35.714% (25)
C/C 4.477% (3) 1.428% (1)
92
ANEXO IV- MODELOS ANALISADOS NA REGRESSÃO LOGÍSTICA MÚLTIPLA PARA 
OS GENES MMP-1 g.-1607 G>GG (rs1799750), MMP-1 g.-519 A>G (rs1144393), MMP-8 
g.-799 C>T (rs11225395), MMP-13 g.-77 A>G (rs2252070), MMP-3 g.-1612 5A>6A 
(rs3025058), MMP-2 g.-1306 C>T (rs243865), MMP-9 g.-1562 C>T (rs3918242) E MMP-14 
g.+7096 T>C (rs2236307) NOS GRUPOS CASO E CONTROLE
SNPs Genótipos Valor z Valor p
Modelo Codominante
MMP-1 (rs1799750) 1G1G x 1G2G x 2G2G 4.331 1.49e-05
MMP-1 (rs1144393) AA x AG x GG 0.293 0.7697
MMP-8 (rs11225395) CC x CT x TT -5.789 7.07e-09
MMP-13 (rs2252070) AA x AG x GG -2.675 0.00748
MMP-3 (rs3025058) 5A5A x 5A6A x 6A6A -0.579 0.5627
MMP-2 (rs243865) CC x CT x TT 3.899 9.66e-05
MMP-9 (rs3918242) CC x CT x TT -1.357 0.175
MMP-14 (rs2236307) CC x CT x TT - 2.350 0.0188
Modelo Dominante
MMP-1 (rs1799750) 2G2G x 1G2G + 1G1G 0.943 0.3457
MMP-1 (rs1144393) GG x AA + AG 0.290 0.7718
MMP-8 (rs11225395) CC x CT + TT -2.138 0.0325
MMP-13 (rs2252070) GG x AA + AG 0.919 0.358
MMP-3 (rs3025058) 5A5A x 5A6A + 6A6A -0.145 0.8850
MMP-2 (rs243865) TT x CC + CT -0.563 0.574
MMP-9 (rs3918242)* TT x CC + CT N/A N/A
MMP-14 (rs2236307) CC x CT + TT 1.005 0.315
Modelo Recessivo
MMP-1 (rs1799750) 1G1G x 1G2G + 2G2G -4.334 1.47e-05
MMP-1 (rs1144393) AA x AG + GG -0.032 0.974
MMP-8 (rs11225395) TT x CT + CC 5.407 6.41e-08
MMP-13 (rs2252070) AA x AG + GG -2.817 0.00484
MMP-3 (rs3025058) 6A6A x 5A6A + 5A5A -0.205 0.838
MMP-2 (rs243865) CC x CT + TT -4.114 3.89e-05
MMP-9 (rs3918242) CC x CT + TT 1.357 0.175
MMP-14 (rs2236307) TT x CT + CC -2.280 0.0226
*O resultado da MMP-9 modelo dominante foi indicado com N/A (não aplicável), pois, não 
tivemos amostras com genótipo TT na população estudada.
